Relación entre la expresión citogenética del sitio fraxa (xq 27.3) con la expresión clínica, y el número de repeticiones cgg del gen fmr1 por dos técnicas moleculares, en familias colombianas con miembros afectados con el síndrome del X frágil by Gutiérrez Grosso, Diana Carolina
 I 
 
 
RELACIÓN ENTRE LA EXPRESIÓN CITOGENÉTICA DEL SITIO FRAXA (Xq 27.3) 
CON LA EXPRESIÓN CLÍNICA, Y  EL NÚMERO DE REPETICIONES CGG DEL GEN 
FMR1  POR DOS TÉCNICAS MOLECULARES,  EN FAMILIAS COLOMBIANAS CON 
MIEMBROS AFECTADOS CON EL SÍNDROME DEL X FRÀGIL 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
DIANA CAROLINA GUTIERREZ GROSSO 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA  
FACULTAD DE MEDICINA, DEPARTAMENTO DE MORFOLOGIA  
MAESTRÍA EN GENÉTICA HUMANA  
BOGOTA  
2014 
 
II Relación entre la expresión citogenética del sitio FRAXA (Xq 27.3), con la expresión 
clínica, y  el número de repeticiones CGG del gen FMR1  por dos técnicas moleculares,  
en familias colombianas con miembros afectados con el Síndrome del X Frágil 
 
 
 
RELACIÓN ENTRE LA EXPRESIÓN CITOGENÉTICA DEL SITIO FRAXA (Xq 27.3) 
CON LA EXPRESIÓN CLÍNICA, Y  EL NÚMERO DE REPETICIONES CGG DEL GEN 
FMR1  POR DOS TÉCNICAS MOLECULARES,  EN FAMILIAS COLOMBIANAS CON 
MIEMBROS AFECTADOS CON EL SÍNDROME DEL X FRÀGIL 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
DIANA CAROLINA GUTIERREZ GROSSO 
COD:05598854 
 
 
 
Trabajo de grado presentado como requisito parcial para optar al título de Magister 
en Genética humana 
 
 
 
 
 
DIRECTORA 
CLARA EUGENIA ARTEAGA DÍAZ MD. Msc 
 
 
 
 
 
 
Rita Baldrich 
Asesora 
 
Marta Lucia Bueno 
Asesora 
 
 
UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA 
MAESTRÍA EN GENÉTICA HUMANA 
DEPARTAMENTO DE MORFOLOGIA, FACULTAD DE MEDICINA 
2014  
 
 
 
 
 
 
 
AGRADECIMIENTOS 
  
A Dios, por permitirme estar en esta vida y guiarme por el buen camino. 
  
A la doctora Clara Eugenia Arteaga directora de tesis porque sin sus exigencias aportes, 
apoyo y conocimientos no hubiera sido posible el desarrollo de este trabajo.  
 
A Rita Baldrich y Marta Lucia Bueno, por su buena asesoría y excelente calidad humana. 
 
A Tatiana Vinasco docente de la maestría por su contribución y orientación.  
 
A los participantes de este estudio por quienes se debe seguir trabajando para mejorar 
su calidad de vida.  
 
A Mireya Sarmiento, por su rápida gestión, y motivación para continuar adelante.  
 
Al jurado calificador por sus aportes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
IV Relación entre la expresión citogenética del sitio FRAXA (Xq 27.3), con la expresión 
clínica, y  el número de repeticiones CGG del gen FMR1  por dos técnicas moleculares,  
en familias colombianas con miembros afectados con el Síndrome del X Frágil 
 
Resumen 
El síndrome del X Frágil (SXF) representa la primera causa de retardo mental  hereditario  
y fue inicialmente diagnosticado por la presencia de una fragilidad en la región Xq27.3. 
Desde 1991 se sabe que es causado por mutaciones en el gen FMR-1 (Fragil X Mental 
Retardation), el cual  presenta una región polimórfica de repeticiones CGG en la región 5´ 
y en el 98% de los pacientes la mutación se relaciona con la expansión de más de 200 
de estas repeticiones. A pesar de la intensa investigación aún no es clara cuál es la 
relación entre la expresión del sitio FRAXA,  el tamaño de los alelos FMR1 y con la 
expresividad del cuadro clínico. 
 
En el presente trabajo en primer lugar se  comparó la efectividad en términos de utilidad 
diagnóstica de dos metodologías  basadas en PCR y se  analizaron varias familias con 1 
o más individuos,  remitidos por sospecha de presentar el Síndrome de X Frágil, a 
quienes se les practicaron pruebas moleculares y citogenéticas para determinar el tipo de 
alelo y la presencia o no del sitio frágil en Xq27.3, encontrando que el  45%   de los 
pacientes con la mutación completa no expresaron el sitio  FRAXA y no  encontrando 
relación entre su expresión y la severidad del cuadro clínico. 
 
 
Palabras clave: Gen FMR1, Síndrome de X Frágil, FRAXA, expansión de tripletas CGG. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abstract 
 
Fragile X syndrome ( FXS ) is the leading cause of inherited mental retardation. Initially it 
was diagnosed by the presence of a fragility in the Xq27.3 region. Since 1991 it is known 
to be caused by mutations in the FMR- 1 gene ( Fragile X Mental Retardation ) , which 
has a polymorphic region of CGG repeats in the 5 'region and in 98 % of patients the 
mutation is associated with expansion of more than 200 of these repeats . Despite 
intensive research is still not clear what the relationship between the expression of 
FRAXA site , the size of the FMR1 alleles and the expression of symptoms. 
 
In this paper the effectiveness was compared in terms of diagnostic utility of two 
methodologies based on PCR and several families were analyzed with 1 or more 
individuals referred for suspected present the Fragile X Syndrome , who are practiced 
molecular testing and cytogenetics to determine the type allele and the presence or 
absence of the fragile site at Xq27.3 , finding that 45 % of patients with the full mutation 
did not express the FRAXA site and found no relationship between their expression and 
the severity of symptoms. 
 
Keywords: FMR1 gene, Fragile X Syndrome, FRAXA, expansion of CGG triplets. 
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  Introducción  
El síndrome del X Frágil (SXF) es causado por mutaciones en el gen FMR1 “Fragile X 
Mental Retardation 1”, principalmente por la expansión de más de 200 repeticiones de 
tripletas CGG presentes en la región 5’, que lleva a la metilación del gen, la supresión de 
la transcripción y la disminución de los niveles de la proteína FMRP 1, 2, 3 
 
El SXF (Síndrome del X Frágil) se caracteriza por retraso mental leve, moderado o 
severo, alteraciones conductuales y algunas alteraciones faciales y corporales a menudo 
inespecíficas4,5,6. El  SXF  representa la segunda causa conocida de retardo mental y la 
primera causa de retardo mental hereditario1.  
 
En cuanto a su prevalencia, las estimaciones iniciales fueron de 1:1.250 varones en la 
población general, llegando a una prevalencia actual entre 1:4.000 y 1:6.000. La cifra 
para el sexo femenino es aproximadamente la mitad (1:8.000 a 1:12.000) y la prevalencia 
de portadoras de la premutación en la población general está alrededor de 1:250.7 
 
En 1969 una publicación del Dr. H. Lubs describió  una familia  con varios hombres 
afectados con retardo mental, observando que el cromosoma X de los afectados o de 
algunas mujeres portadoras presentaba un estrechamiento en la zona distal del brazo 
largo que inicialmente denominó “marcador” X y posteriormente “sitio frágil” por lo cual se 
le denominó a este tipo de retardo mental ligado a X, Síndrome de X Frágil8,9. El 
diagnóstico a partir del año  de la publicación de esta observación, se llevó a cabo por el 
análisis citogenético para ubicar la fragilidad en la región Xq27.3, hasta 1991 cuando 
varios grupos simultáneamente lograron clonar el gen  e identificaron en forma 
independiente que una expansión del triplete repetitivo CGG  en  el  extremo 5´ no 
codificante del gen FMR1 (FRAGILE X MENTAL RETARDATION 1) era la causa del 
síndrome10,11. 
 
La búsqueda de la fragilidad en principio pareció ser razonablemente efectiva, hasta que 
pudo establecerse que no se encuentra en todos los individuos con la mutación completa 
y que puede dar resultados falsos positivos  al confundirse con fragilidades en regiones 
muy próximas a Xq27.312,13. Desde las primeras publicaciones  buscando una relación 
entre la expresión FRAXA y la expansión de tripletas en el gen FMR1, se observó que la 
presencia de la fragilidad cromosómica era locus específica y posiblemente no era el 
resultado de una inestabilidad general del genoma, sugiriendo que la inestabilidad de los 
alelos premutados podría relacionarse con alteraciones en eventos relacionados con la 
replicación. Esta aproximación ha venido corroborándose por estudios que muestran que 
los pacientes con SXF presentan disminución de la expresión de genes relacionados con 
reparación y replicación. Las alteraciones en la replicación producirían  tanto la tendencia 
a la expansión de tripletas  como gaps replicativos generando la fragilidad. Sin embargo, 
no es claro por qué la fragilidad solo se expresa en un porcentaje de pacientes con la 
mutación completa y solo en una proporción de linfocitos o fibroblastos de pacientes14, 
15,16. 
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El propósito inicial del presente trabajo fue determinar la utilidad para el diagnóstico de 
de 2 metodologías basadas en PCR y analizar varias familias con 1 o más individuos 
remitidos por sospecha de presentar el síndrome de X frágil, a quienes se les practicaron 
pruebas moleculares y citogenéticas para determinar el tipo de alelo y la presencia o no 
del sitio frágil en Xq27.3, con el fin de establecer la relación entre estos dos eventos y 
entre la expresión clínica en familias colombianas con miembros afectados con el 
síndrome del X frágil. 
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 2. Justificación 
El síndrome del X frágil es la principal causa de retardo mental hereditario y  la segunda 
causa de retardo mental general  después del síndrome de Down. Se calcula que afecta 
a 1:4000 varones y a 1:6000 mujeres, aunque se estima que un alto porcentaje de las 
personas afectadas no han sido correctamente diagnosticadas17. Los hombres afectados 
muestran grados variables de retardo mental desde leve a severo,  mientras que solo un 
30% de las mujeres con la mutación completa presentan algunas alteraciones 
neurológicas o cognitivas. El SXF puede también estar asociado con alteraciones en la 
conducta y una apariencia física particular, por lo que varios estudios han intentado  
caracterizar un fenotipo físico y conductual que facilite el diagnóstico clínico inicial. Sin 
embargo, las características físicas cambiantes con la edad y la relativa inespecificidad 
de los signos clínicos, han hecho difícil esta tarea18,19.  
 
El SXF es causado por mutaciones en el gen FMR1, el cual es localizado en el locus 
Xq27.3, coincidiendo con la presencia de un sitio frágil raro sensible a folato, expresado 
en algunos de estos pacientes (FRAXA)20. Previo a la clonación del gen FMR1, la 
identificación  de  individuos  afectados  se basó en la demostración de este sitio frágil en  
el cromosoma X,  inducido  en  metafases  de  linfocitos,  por  medios  de  cultivo  bajos  
en folato21,22. La frecuencia del sitio frágil es relativamente baja (< 50 % de las metafases) 
y variable  entre las familias afectadas; oscilando en los varones afectados entre 5-50 %, 
mientras que en las mujeres la frecuencia es de 0- 30% 21. Hasta la identificación del gen 
FMR1 en 1991, esta prueba citogenética fue el gold stándard para el diagnóstico de los 
individuos afectados y portadores13. 
 
En 1991 Verkerk et al. Identificaron por cloning posicional el gen denominado FMR1 
(Fragil X Mental Retardation), caracterizado por la presencia de una región polimórfica de 
tripletas CGG en la región 5´UTR, pudiendo establecer que la expansión de esta 
secuencia por encima de 200 repeticiones llevaba a la metilación del gen y a la anulación 
de la expresión de la proteína FMRP23 
  
La variabilidad en el número de la tripleta CGG define cuatro tipos de alelos: normal (de 5 
a 45 repeticiones), alelos intermedios o en zona gris (45 a 54 repeticiones),  alelos 
premutados (55 a 200 repeticiones) y alelos mutados (más de 200 repeticiones). 
Recientemente han sido identificados cuadros clínicos asociados con alelos premutados 
e incluso raramente con alelos en zona gris. El método de diagnóstico citogenético fue 
reemplazado por el análisis de southern blot y más recientemente por métodos de PCR 
más nuevos y más sensibles, disminuyendo la necesidad de un análisis por Southern en 
cada paciente24,25,26,27.  
 
La sospecha de una frecuencia de Síndrome de X Frágil (SXF) más alta de lo reportado 
en la actualidad28,29,7, por la inespecificidad del cuadro clínico, la necesidad de identificar 
mujeres portadoras frecuentemente asintomáticas, el reconocimiento de diversas 
patologías en los portadores de la premutación junto con los avances en el manejo 
clínico y farmacológico de estos pacientes30,31, ha planteado la necesidad de llevar a 
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cabo un flujograma diagnóstico preciso y costo-efectivo que permita reconocer 
adecuadamente a la mayoría de los  afectados y portadores. Por esta razón,  este trabajo 
plantea la comparación de una metodología diagnóstica de PCR (kit AmplideX™ FMR1 
PCR) con otra metodología más rápida,  que solo discrimina entre alelos normales y 
alelos expandidos, (FastFraX™ FMR1 Identification Kit)  para establecer su sensibilidad y 
utilidad en el diagnóstico de los afectados y reconocimiento de los potadores. 
 
 Por otra parte, aún no existe claridad sobre  la relación que pueda existir entre la 
expansión de las tripletas y la expresión del sitio frágil por lo que el trabajo busca 
establecer la  relación entre la expresión FRAXA y el tamaño de los alelos en los 
afectados y portadores, además de buscar la  relación entre estas variables y la 
severidad del cuadro clínico. 
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    3. Objetivos 
 3.1 Objetivo general  
Establecer la relación entre la expresión citogenética del sitio FRAXA (xq27.3)  la 
expresión clínica, y el número de repeticiones CGG en el gen FMR1 en familias 
colombianas con miembros afectados con el síndrome del X frágil. 
3.2 Objetivos específicos  
 
Establecer la relación entre la presencia  de fragilidad en Xq27.3 y los  grados diversos 
de expresión clínica. 
 
Establecer la relación  entre la presencia  de fragilidad en Xq27.3 y el número de 
repeticiones de tripletas CGG. 
 
Comparar estos hallazgos con  los reportados en estudios previos. 
 
Diseñar un flujograma diagnóstico para familias con miembros afectados con  síndrome 
del X frágil   
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4. Marco teórico  
4.1 Síndrome del X Frágil 
El Síndrome del X Frágil es, una enfermedad monogénica ligada al cromosoma X y 
producida por la ausencia de expresión del gen FMR1 (Fragile X Mental Retardation-1)  
causada principalmente por la expansión de tripletas CGG y ocasionalmente por otro tipo 
de mutaciones  en el gen FMR1, como deleciones y mutaciones puntuales (missense y 
nonsense), estas dos últimas solo se han reportado en dos casos cada una, por ende 
este tipo de mutaciones representan menos del 1% de las alteraciones del gen  que 
causan Síndrome de X Frágil.32,27 
4.2 Características fenotípicas del síndrome del X frágil 
Desde las primeras descripciones del síndrome de X frágil, los autores han venido 
refiriendo una serie de signos clínicos característicos que han venido conformando un 
cuadro clínico con el paso del  tiempo. Las primeras características fueron descritas en 
1943 por Martin y Bell y Lubs en 1969 describió el estudio familiar de  4 hombres con 
retardo mental en 4 generaciones y posteriormente en 1984 describió los rasgos físicos 
característicos de este grupo,  tales como testículos grandes, orejas bajas y grandes y 
rasgos faciales asimétricos con ángulo mandibular prominente9. 
En 1981 Matei describe los rasgos particulares en 20 pacientes,  que incluían cara 
alargada, frente alta, hipoplasia medio facial, boca grande con incisivos centrales 
grandes, labios gruesos, paladar alto y arqueado, mandíbula grande con barbilla 
prominente y orejas grandes pobremente formadas; aunque en esta serie no encontró 
macroorquidia33. Los pacientes presentaban retardo mental de grado variable pero 
frecuentemente el desarrollo del lenguaje fue muy retrasado. La mayoría mostró 
conducta inusual con estados alternantes de ansiedad e hilaridad, hiperactividad 
desordenada y agresividad33. En 1984 otras publicaciones describen pacientes con 
nuevas características como  manos grandes, promedio de talla menor para  los 
estándares publicados y en un porcentaje alto macrocefalia absoluta o relativa (con 
perímetro cefálico por encima del percentil 50)34,35.  
Otros rasgos  que fueron sugeridos posteriormente incluyeron prolapso de la válvula 
mitral con dilatación leve de la aorta ascendente, pies planos, excesiva laxitud articular, 
escoliosis36. Dentro de estos cuadros sintomatológicos algunas características son más 
frecuentes que otras, observándose además que el cuadro clínico dependía del sexo y la 
edad de los afectados, por ejemplo, hasta en el 15% de los pacientes antes de la 
pubertad el fenotipo puede pasar inadvertido4. 
Actualmente se aceptan ciertos rasgos como característicos por su frecuencia de 
presentación: cara alargada con frente amplia y mentón prominente, pabellones 
auriculares grandes y  en pantalla, hiperlaxitud articular principalmente de pequeñas 
articulaciones en manos y  macroorquidia postpuberal37,38. Otras características  menos 
frecuentes pueden ocurrir, tales como paladar alto, mala implantación dentaria, prolapso 
de la válvula mitral, hipotonía leve a moderada, estrabismo junto  con la historia de otitis  
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a repetición. Con la edad pueden hacerse evidentes problemas oftalmológicos, 
ortopédicos y cutáneos.4. 
 
 Algunas de las características clínicas recurrentes encontradas en pacientes con el SXF 
(síndrome de X frágil) llevaron al establecimiento en 1991 de una “lista de chequeo de 13 
ítems” que combinaban rasgos típicos físicos y conductuales del SXF y fueron evaluados 
inicialmente en una muestra de 107 hombres con retardo mental o problemas severos de 
aprendizaje5. La comparación de las características entre los que fueron diagnosticados 
como afectados y los que no, mostraron que los rasgos diferenciales incluían: lenguaje 
perseverativo, orejas prominentes, macroorquidia y defensividad táctil. Otras listas han 
sido reportadas y todas han mostrado la ventaja de seleccionar poblaciones de alto 
riesgo para la enfermedad.5,39,40. 
 
Sin embargo, dado que las características en SXF son inconsistentes, estas listas solo 
deben ser tomadas como indicadores diagnósticos. Mujeres portadoras por ejemplo, son 
diferencialmente afectadas porque la severidad de la disfunción está relacionada con el 
grado de inactivación del X  normal. Por esta razón, en mujeres las alteraciones 
cognitivas van desde retardo mental significativo, hasta dificultades muy sutiles del 
aprendizaje. Se ha sugerido que la expresión reducida de la proteína FMRP interfiere con 
la traducción de proteínas que tienen impacto sobre múltiples genes, lo  que daría una 
explicación adicional al  fenotipo pleiotrópico en estas pacientes41.   
 
Junto con estas características físicas se presenta un fenotipo conductual característico a 
nivel motriz, cognitivo, lingüístico y del área social42. Estos rasgos claramente 
establecidos comprenden déficit espacial específicamente relacionado con alteraciones 
en el procesamiento de información visual espacial para discriminar y para manipular 
figuras y objetos43. El déficit de atención y la hiperactividad son los rasgos más 
sobresalientes en niños con síndrome de X frágil, pero las alteraciones  conductuales no 
se relacionan consistentemente con su nivel cognitivo. Más del 80% de los hombres con 
X frágil  y 35% de las mujeres con la mutación completa son diagnosticados con severo 
déficit de atención e hiperactividad. Aunque los pacientes con X frágil tienen el mismo 
nivel de actividad motora que otros niños de la misma edad y con el mismo grado de 
alteración de desarrollo, aquellos muestran más inatención y conductas impulsivas. 
Comparados con los controles, los pacientes con SXF presentaron alteración en la 
inhibición (la capacidad para suprimir una respuesta prepotente), la atención selectiva (la 
capacidad para atender a información visual relevante e ignorar estímulos irrelevantes), 
atención dividida (la capacidad de cambiar la atención de un estímulo a otro) y la 
atención sostenida (capacidad para atender a información relevante por un período de 
tiempo). Un seguimiento del mismo grupo mostró más altos niveles de déficit de atención 
y ejecución. La severidad de estos rasgos no disminuye con el tiempo, reforzando la 
importancia del diagnóstico y las intervenciones tempranas. En términos de terapia 
farmacológica, los estimulantes y la  L-acetil carnitina han mostrado disminuir el déficit de 
atención y la hiperactividad tanto en hombres como en  mujeres41. 
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4.2.1 Correlación genotipo-fenotipo 
Se ha sugerido que la severidad de las manifestaciones en el SXF está relacionada con 
el tamaño de la expansión  y el grado de metilación del gen44. Hasta el momento la 
relación entre el número de repeticiones y las alteraciones cognitivas, es ambigua, de 
hecho algunos autores han mostrado correlación negativa entre el tamaño de la 
expansión y el coeficiente intelectual (CI). En cuanto a la correlación entre el tamaño de 
la expansión y el desempeño en tareas viso-espaciales tampoco se ha reportado. 
Asimismo no se ha encontrado relación significativa entre el número de repeticiones y el 
desempeño sobre la memoria o  tareas de atención, llevando a postular a los autores que 
el número de repeticiones es un predictor  de función intelectual global pero no de una 
alteración específica41.  
Algunos estudios han reportado a una correlación positiva entre el nivel de expresión de 
FMRP y el coeficiente intelectual, al relacionar  el porcentaje de expresión de esta 
proteína en células con el nivel de coeficiente intelectual en individuos con alelos 
normales, premutados y con mutación completa. 
 
El fenotipo de las mujeres con el SXF es consistente con el de los hombres afectados, 
excepto que la diversidad fenotípica es mayor, aunque no es claro si el grado de 
inactivación del X no afectado es un predictor del grado de discapacidad mental41. 
4.2.2 Características de los individuos portadores de la 
Premutación 
I. Síndrome de tremor-ataxia 
La premutación es caracterizada por un rango de repeticiones CGG de 55 a 200. La 
frecuencia de los alelos premutados es variable. Por ejemplo, estudios en Canadá han  
reportado frecuencias en 1:250 para mujeres y 1:800 para hombres, mientras que en 
otras poblaciones esta rata es más alta, por ejemplo en Israel la prevalencia en mujeres 
es de 1:113 y en España,  la premutación en hombres es de 1:250. Aunque inicialmente 
se pensó que los portadores de la mutación estaban libres de síntomas clínicos, 
posteriormente fue identificado un espectro de compromiso clínico incluido el desorden 
neurodegenerativo conocido como síndrome de tremor-ataxia (FXTAS)  y la insuficiencia 
ovárica secundaria o Falla Ovárica Prematura asociada a X frágil (XFFOP)45,46. 
El FXTAS está especialmente asociado con el estado de portador y una neuropatología 
consistente en atrofia cerebral generalizada, enfermedad de sustancia blanca 
particularmente asociada con los pedúnculos cerebrales medios así como cuerpos de 
inclusión intranuclear eosinofílicos en neuronas y células de la glía  en amplia distribución 
sobre el SNC. Se considera que el FXTAS es el resultado de una ganancia de función 
con efecto tóxico por los altos niveles de mRNA47,48.  
 
La edad media de instalación de los síntomas del FXTAS son los 60 años y el mayor 
tamaño del número de repeticiones se correlaciona con la edad de inicio de los síntomas. 
Los signos motores más importantes son temblor intencional o postural, marcha 
cerebelar, ataxia de miembros y parkinsonismo. La marcha es típicamente lenta y 
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bamboleante. Los signos de parkinsonismo,  inicialmente la rigidez, son menos obvios, 
es decir no es una típica enfermedad de parkinson sino una sobreposición 
predominantemente de  temblor, ataxia, síndrome cerebelar y leve parkinsonismo. A 
pesar de las características típicas de este síndrome se presenta variación individual aún 
dentro de las familias. Pueden encontrarse signos de neuropatía periférica con descenso 
en los reflejos y alteración en la sensación vibratoria en miembros inferiores.  Algunos 
afectados pueden presentar disfunción autonómica, incluyendo hipotensión ortostática, 
impotencia y eventualmente pérdida progresiva del control de esfínteres. La praxis 
construccional, el funcionamiento viso-espacial y el lenguaje, permanecen típicamente 
intactos.  Unos de los déficits más notorios  a medida que avanza la enfermedad es la 
inhibición para la iniciación de tareas con propósito definido y la inhibición de la conducta 
inapropiada. La velocidad para el procesamiento de la información se disminuye. FXTAS 
puede asociarse con rasgos psiquiátricos que cambian en la medida en que progresan 
los signos motores. Las comorbilidades neuropsiquiátricas son los desórdenes de 
ansiedad, desórdenes del afecto del tipo depresivos y la demencia.45 
 
Aunque FXTAS afecta predominantemente  a los hombres portadores de la premutación, 
las mujeres portadoras ocasionalmente tienen rasgos clínicos y neuropatológicos del 
síndrome. La penetrancia en mujeres puede ser del orden del 10% por encima de los 50 
años pero con síntomas mucho más moderados que los hombres, posiblemente por el 
efecto que supone la expresión de un alelo FMR1 normal. Al parecer las mujeres con 
FXTAS tienden a tener sesgo en la inactivación del cromosoma X con una expresión 
preferencial del X con la premutación45. Adicionalmente ha sido reportado en  mujeres la  
presencia de  la mutación en ambos cromosomas X, especialmente relacionada con 
productos de uniones consanguíneas y también la presencia en ambos alelos con la 
premutación en la descripción de  2 de 3 hermanas con SXF49. 
II.  Falla ovárica prematura (FXFOP) 
Murray en 1998 estudió 147 mujeres con falla ovárica prematura (FOP), definida como la  
instalación de la menopausia antes de los 40 años y encontró una asociación 
estadísticamente significativa con la premutación en el gen FMR1 y en 2008 Coffey et al., 
reportaron que mujeres portadoras de la premutación tenían una incrementada 
prevalencia de desarrollar FOP comparadas con los controles. Se sabe que entre el 12-
20% de las mujeres con premutación tienen FOP, mientras solamente el 1% de la 
población femenina  general la presenta50. 
Puesto que la inactivación del cromosoma X (XCI) determina la severidad del fenotipo en 
mujeres con la mutación completa, se ha considerado que la severidad de la FOP, es 
decir la edad de la instalación de la menopausia, pudiera tener relación con el patrón de 
inactivación del cromosoma X, sin embargo algunos estudios han descartado esta 
asociación51. 
4.3 Aspectos históricos del síndrome del X frágil 
Las primeras observaciones de la enfermedad fueron realizadas por Martin y Bell quienes 
en 1943, publicaron el  pedigree de una familia con 11 varones que presentaban retardo 
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mental, lo que sugería una herencia ligada al cromosoma X. Estos pacientes  
presentaban además, rasgos físicos particulares. Inicialmente este cuadro clínico se 
denominó  síndrome de Martin-Bell, en honor a los autores del trabajo. Luego, en el año 
1969, una publicación del Dr. H. Lubs describió  en otros pacientes con retardo mental 
ligado a X, un estrechamiento en   la zona distal del brazo largo del cromosoma X  que 
inicialmente denominó “marcador” X y posteriormente “sitio frágil”. Como los hallazgos 
físicos de los pacientes de Lubs y los de Martin y Bell eran muy similares, se llegó a la 
conclusión que representaban el mismo cuadro clínico.9, 52 
 
En 1977 G. Sutherland demostró que era necesario el empleo de un medio de cultivo 
especial para poder observar la fragilidad del cromosoma X, para ello comparó la 
expresión de fragilidad con el medio 199 que es pobre en ácido fólico  con la frecuencia 
de expresión al emplear otros medios como el RPMI 1640, Ham  s F10, Eagle  s basal y 
CMRL, que no son deficientes de ácido fólico y observó que la frecuencia de expresión 
era más alta al emplear el medio 199. La expresión de la fragilidad fue observada con la 
ayuda de las técnicas de bandeado cromosómico y se confirmó su localización 
exactamente en la región Xq27.3 21 
 
En varias  de las familias en las que se confirmó el diagnóstico de SXF, se observó la 
presencia de mujeres afectadas, en las que la discapacidad intelectual no era tan 
evidente, ni presentaban los rasgos dismórficos habituales en los varones.52 
 
La identificación de la fragilidad cromosómica en Xq27.3 y el desarrollo de sondas 
moleculares cada vez más próximas a la zona de la fragilidad, sirvieron de base para la 
localización del gen responsable del SXF, hecho que se produjo a mediados de 1991, 
cuando varios grupos independientemente identificaron que una expansión del triplete 
repetitivo CGG en el extremo 5´ no codificante del gen FMR1 (FRAGILE X MENTAL 
RETARDATION 1) era la causa del síndrome22. 
 
En 1985 las observaciones de Sherman y cols sobre los patrones de segregación del 
SXF en numerosas familias a nivel mundial, sugirieron un modelo de herencia no 
convencional, que no seguía las leyes mendelianas clásicas y que se denominó la  
“paradoja de Sherman”. Según esta paradoja, una premutación (55 a 200 repeticiones), 
puede convertirse en mutación completa (más de 200 repeticiones de tripletas) cuando 
es transmitida por una mujer portadora, pero tiende a transmitirse de manera estable 
cuando es transmitida por un varón portador52,1.  
 
En los últimos años se han descrito dos nuevos fenotipos asociados con la expansión de 
tripletas en el gen FMR1; la falla ovárica prematura (FOP), observada por  Murray y cols 
en 1998 en mujeres con  la premutación, sugiriendo que el gen FMR1 podría intervenir  
en el desarrollo y maduración del ovario.  El segundo de los fenotipos fue descrito por 
Hagerman y cols. (2001)53 en hombres adultos con la premutación,  caracterizado  por 
temblor intencional progresivo, ataxia, parkinsonismo, déficit cognitivo, atrofia cerebral 
generalizada, e impotencia sexual. El cuadro fue denominado FXTAS (Fragile X 
Associated Tremor/Ataxia Syndrome) y suele aparecer pasados los 50 años de edad53. 
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4.4 Prevalencia e incidencia del síndrome del X frágil 
Los primeros estudios citogenéticos y moleculares del síndrome del X Frágil han 
estimado que esta patología  afecta a 1:4000 varones y a 1:6000 mujeres, y estudios 
posteriores han presentado resultados similares como el realizado entre los años 2006 a 
2008 en el Laboratorio de Salud Pública de Georgia  con 36.124 muestras de manchas 
de sangre en las que se determinó una incidencia del síndrome del X frágil en hombres 
de 1:5161, en dicha población.54 
 
En un estudio reciente realizado en Wisconsin (Estados Unidos de América) con un total 
de 19.991 muestras de personas mayores de 18 años se determinó que la prevalencia de 
la premutación en personas de raza blanca en estados unidos es de 1 de cada 148 
mujeres y uno de cada 290 hombres.55 
4.5 Fragilidad cromosómica 
La primera descripción de una fragilidad cromosómica humana  se informó en 1965 en 
las células  de una mujer, posteriormente se han encontrado en el genoma humano más 
de 120 sitios frágiles diferentes56, algunos de ellos relacionados con ciertos tipos de 
cáncer, sin embargo, la mayoría no se han relacionado con alguna patología. 
 
Un sitio Frágil se define como un locus específico de origen hereditario en los 
cromosomas humanos, que usualmente involucra ambas cromatides   que aparecen 
como “gaps”, constricciones o rupturas  luego de exponer a los cromosomas a las 
condiciones específicas de cultivo de células.56 
4.5.1  Relación entre la expresión citogenética del sitio frágil y la 
expansión de tripletas CGG en el gen FMR1 
En 1981 Thomas w. Glover   sugirió posibles mecanismos para la expresión de sitios 
frágiles en localizaciones específicas como el de una alteración en la síntesis de DNA por 
una suplencia reducida de deoxi timidina monofosfato (dTMP) ocasionada por deficiencia 
en ácido fólico. Sus observaciones de que el ácido fólico y la timidina tenían un efecto 
inhibitorio sobre la expresión del sitio frágil, sugirieron que la actividad del ácido fólico en 
algunas reacciones de transferencia de un carbono,  como las ocurridas en el 
metabolismo de los aminoácidos, purinas y pirimidinas,  estaba involucrado en la 
biosíntesis de dTMP y que su efecto inhibitorio de la expresión del sitio frágil era abolido 
por  5 fluorodeoxiuridina (FUdR), un potente inhibidor de la timidilato sintetasa. Estos 
resultados indicaron que el sitio frágil en Xq27.3 era expresado por la depleción de dTMP 
disponibles en el medio para síntesis de DNA. Logró demostrar la expresión de la 
fragilidad en Xq27.3 entre el 16 al 38% de los linfocitos de pacientes cuando el cultivo 
carecía de ácido fólico y timidina. Estos sitios frágiles podrían representar segmentos de 
DNA ricos en timina que no completan la síntesis, dejando gaps cuando el medio se 
depleta de dTMP. No es claro por qué el sitio frágil en Xq27.3 es expresado solo en un 
pequeño porcentaje de los linfocitos y en un porcentaje aún menor de los fibroblastos14. 
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Posteriormente otros autores postularon que las bases moleculares de los sitios frágiles 
raros, algunos sensibles a folatos, se  relacionaban con regiones minisatélites, capaces 
de adoptar estructuras inusuales tales como DNA no B, horquillas, deslizamiento de las 
hebras,  DNA S o DNA cuádruplex. Estas estructuras inusuales  podrían alterar la 
elongación y replicación del DNA in vivo e in vitro. Se pudo establecer que los sitios 
frágiles en las bandas R presentan secuencias más flexibles, capaces de adoptar 
estructuras inusuales,  comparadas con los sitios sin fragilidad en las mismas bandas 
cromosómicas; por lo que sugirieron que las secuencias flexibles podrían jugar un papel 
en el mecanismo de fragilidad. Sin embargo, las secuencias flexibles compuestas 
principalmente de tractos ricos en dinucleótidos AT que pueden formar estructuras 
secundarias y afectar la replicación, siendo más frecuentes en los sitios frágiles comunes 
y en algunos sitios raros como FRA16C y FRA10E.  En otros estudios sin embargo, se ha 
encontrado que regiones en bandas R (ricas en secuencias CG), tienen más regiones 
flexibles en los sitios frágiles comparados con  los sitios no frágiles en estas mismas 
bandas.15 
 
Huichun Xu y colaboradores en 2013  intentaron demostrar la relación entre la expansión 
de las repeticiones CGG y alteraciones en vías de replicación y reparación del DNA. 
Teniendo en cuenta que el mecanismo  de expansión de tripletas en FXS es similar al de 
otros desórdenes por expansión de trinucleótidos como la Distrofia Miotónica, la 
Enfermedad de Huntingnton y algunas Ataxias Espinocerebelares; en las cuales la 
inestabilidad es locus específica y no relacionada con una inestabilidad global del 
genoma como la que puede ocurrir en mutaciones en genes de reparación o de otros 
factores actuando en trans, (varios cánceres colorectales y otras enfermedades); era 
entonces  necesario proponer otros mecanismos que no involucraran el fenotipo mutador. 
Uno de los mecanismos propuestos desde 2008 y 2009 por Entezam y referidos por Xu,  
es   que la alteración en la cantidad estequiométrica del producto proteico necesario para 
mantener la integridad genómica pudiera suponer expansiones de tripletas repetidas sin 
el fenotipo mutado, por ejemplo, una reducción en la relación de las enzimas críticas para 
la replicación y reparación del DNA, llevaría a expansiones locus específicas16. 
 
Algunos reportes de Etezam et al.  mostraron en modelos murinos, que la 
haploinsuficiencia de los genes ATM y Rad3-related checkpoint kinasa (ATR) llevaba a 
incremento en la expansión de tripletas intergeneracionalmente en el gen FMR1 con 
sesgo materno y paterno, sugiriendo la hipótesis de que 2 diferentes mecanismos de 
expansión de repeticiones ocurren,  uno sensible a ATR visto en transmisión materna y 
otro mecanismo sensible a ATM que muestra un sesgo de expansión en los varones.59 
 
Xu y cols, demostraron que la transcripción de genes que codifican para enzimas 
relacionadas con la replicación y la reparación del DNA, se encontraba alterada en 
pacientes con SXF,  en comparación con los controles. Adicionalmente, encontraron gran 
heterogeneidad en la expresión de los transcritos de estos genes entre pacientes con el 
SXF, sugiriendo que esta expresión diferencial podría llevar a la expansión de tripletas en 
algunas familias que serían más susceptibles a este fenómeno. De hecho se han podido 
observar mujeres transmitiendo grandes expansiones al parecer dependientes de 
proteínas de reparación y hombres generando  deleciones selectivas de grandes 
expansiones y transmitiendo pequeñas expansiones, dependientes de la replicación16 
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4.5.2 Clasificación de los sitios frágiles  
Los sitios frágiles se clasifican como raros o comunes, según su frecuencia de expresión 
dentro de la población,  Los sitios frágiles raros  se observan en una pequeña proporción 
de la población, mientras que los sitios frágiles comunes se consideran como parte 
intrínseca de la estructura normal del cromosoma en ese sentido parecen estar presentes 
en todos los individuos 56    
 
 Sitios frágiles comunes  
 
Los sitios frágiles comunes han sido considerados como una parte intrínseca de la 
estructura cromosómica. Se presentan en todos los individuos y la mayor parte son 
inducidos por afidicolina, un inhibidor de la ADN polimerasa α y δ. Estos sitios también se 
han relacionado con el intercambio de cromátides hermanas, delecione, translocaciones, 
puntos de ruptura cromosómica en tumores e integración de plasmidos. 
 
 Sitios frágiles raros   
 
Los sitios frágiles raros a su vez  se subdividen en sensibles a folato y sitios frágiles no 
sensibles a folato. Los sitios frágiles sensibles a folato son inducidos  por el estrés de 
timidilato, mientras que los no sensibles a folato se obtienen después de la exposición a 
la distamicina A o a bromodesoxiuridina.  
 
Existen cerca de 31 sitios frágiles raros documentados a partir de diferentes familias en 
las que se segregan por herencia mendeliana codominante. El sitio raro  FRA1M (1p21.3) 
se ha reportado una sola vez . En la población la frecuencia de expresión citogenética de 
los sitios frágiles raros varia de 1/80 cromosomas para FRA10B en población australiana 
hasta aproximadamente 1/40 cromosomas57. 
 
 
 Sitios frágiles sensibles a folato 
 
La mayoría de los sitios frágiles raros (24/ 31) son sensibles a  folato y son inducidos por 
varios métodos de cultivo como: 
 
 Uso del medio de cultivo deficiente en ácido fólico y timidina, con niveles bajos de 
dTTP o dCTP. 
 
 Cultivo con  metotrexato , un inhibidor del metabolismo del ácido fólico  
 
 Cultivo con  fluorodesoxiuridina (FrdU ) un inhibidor de la síntesis de timidilato. 
 
Dado que la expresión de estos sitios frágiles requiere niveles bajos de componentes 
implicados en la síntesis de ADN, se consideró que estos sitios podrían ser regiones con 
secuencia de composición especial que, bajo estas condiciones de inducción, no podrían 
permitir la terminación de Síntesis de  ADN57. 
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Tabla 4-1 Clasificación de sitios frágiles raros
 
T. LUKUSA, (2008) (57) 
Subgrupo Sitio Frágil  Localización 
Sensible a folato (n=24) FRA1M  1p21.3 
FRA2A 2q11.2 
FRA2B  2q13 
FRA2K 2q22.3 
FRA2L 2p11.2 
FRA5G 5q35 
FRA6A  6p23 
FRA7A 7p11.2 
FRA8A 8q22.3 
FRA9A 9p21 
FRA9B  9q32 
FR10A 10q23.3 
FRA11A 11q13.3 
FRA11B  11q23.3 
FRA12A  12q13.1 
FRA12D 12q24.13 
FRA16A 16p13.11 
FRA18C 18q22.1 
FRA19B 19p13 
FRA12A 12q13.1 
FRA12D 12q24.13 
FRA16A  16p13.11 
FRA18C  18q22.1 
FRA19B 19p13 
FRA20A 20.11.23 
FRA22A 20q13 
FRAXA Xq27.3 
FRAXE Xq28 
FRAXF Xq28 
Inducible por Distamicina 
A (n=3) 
FRA8E 8q24.1 
FRA111 11p15.1 
FRA16E 16p12.1 
Inducible por Distamicina 
A/BrdU (n=2) 
FRA16B 
FRA 17A 
16q22.1 
17p12 
Sitios frágiles que 
requieren BrdU 
FRA10B 
FRA12C 
10q25.2 
12q24.2 
 
 
Figura 4-1  Algunos sitios frágiles presentes en el cromosoma X (Tomado de Herman Edwin  2011 - 234 
páginas)
58
 
 
26 Relación entre la expresión citogenética del sitio FRAXA (Xq 27.3), con la expresión clínica, y  el 
número de repeticiones CGG del gen FMR1  por dos técnicas moleculares,  en familias colombianas 
con miembros afectados con el Síndrome del X Frágil 
 
     
 
 
En la figura 4-1 se ilustran dos sitios frágiles del cromosoma X junto con el sitio Xq27.3 
(FRAXA).  
4.6 Descripción del gen  FMR1 y tamaño de los alelos 
El gen FMR1 tiene un tamaño de 38kb y 17 exones que codifican para la proteína FMRP 
y está expuesto a splicing alternativo que afecta la presencia del exón 12 y 14 y la 
elección de los sitios aceptores en los exones 15 y 17. 60 
 
 
Figura 4.2 Estructura del gen FMR1. La figura representa el alelo normal, las líneas gris oscuro 
muestran la secuencia transcrita, las cajas negras los exones, y la caja de color gris claro la isla CpG. 
También se muestra el codón de inicio de la traducción (ATG) y los 17 exones y uniones de splicing 
alternativo. (Tomado de Rousseau 2011
61 
) 
4.6.1 Alelo normal.  
Consisten de  aproximadamente 5 a 44 repeticiones CGG, con un promedio de 29 
repeticiones en la población en general7, los alelos en este rango de repeticiones se 
transmiten de forma estable y la región CGG  está interrumpida por un triplete AGG  
después de cada 9 o 10 repeticiones CGG. Se cree que estos tripletes AGG mantienen la 
estabilidad de las repeticiones10. 
4.6.2 Alelo intermedio.  
Contienen entre 45-54 repeticiones, representan el intervalo entre alelos normales y 
premutados, y pueden ser estables o inestables. El carácter estable o inestable en la 
transmisión de una generación a la siguiente se ha relacionado con la presencia de 
tripletes AGG, que generalmente se presentan cada 9-10 (CGG) e interrumpen el tracto 
CGG, y  confieren estabilidad. Se ha especulado sobre la existencia de una posible 
asociación entre los Alelos Intermedios  y determinados fenotipos cognitivos, 
conductuales entre otros.62 
4.6.3 Alelo premutado.  
Este tipo de alelos no se encuentra metilado y consta de 56 a 200. La presencia de estas 
repeticiones y de los alelos intermedios no se asocia con discapacidad intelectual pero 
hay un alto riesgo de desarrollar falla ovárica prematura  en mujeres portadoras y 
síndrome de tremor ataxia en hombres adultos portadores, además la premutación es 
inestable en meiosis, y cuando se transmite por línea materna existe un riesgo elevado 
de que se expanda a mutación completa en la siguiente generación 11  
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4.6.4 Mutacion completa. 
 Se presentan más de 200 repeticiones y casi siempre se presenta una hipermetilación 
de la región promotora del gen FMR1 tanto en las islas  CpG como en el primer exón. 
Las expansiones en este rango son inestables tanto en la mitosis como en la meiosis, 
empero,  varias células en un solo individuo pueden presentar un rango variable de 
tamaños, presentando en algunos casos mosaicismo somático en el que una fracción de 
células de un portador de mutación completa presenta alelos Premutados (lo que ocurre 
en al menos el 15% de los varones y un 6% de las mujeres con SXF) o incluso alelos en 
el rango normal (presentes en aproximadamente el 1% de los varones con SXF).63,64 
4.7 Descripción de la proteína FMRP 
Se han realizado varios estudios que han permitido observar algunas de las 
características de la proteína FMRP, tales como su función y localización entre otras, 
presentadas a continuación:  
a. Existen al menos 20 isoformas de la proteína FMRP puesto que el gen FMR1 tiene 17 
exones que cubren 38kb y su  transcrito es editado en forma alternativa65,66. 
b. Esta proteína tiene al menos dos dominios funcionales   que son sitios de unión al 
RNA, KH2 y RGG. Se ha determinado que se une a microRNAs o ARN mensajero 
(ARNm) formando un complejo ribonucleoproteico (RNP).67,68 
c. Es una proteína ubicua, que se expresa en diferentes tejidos con una mayor 
proporción en neuronas y dentro de la célula, se localiza en el núcleo y de forma más 
abundante  en el  citoplasma, razón por la cual se ha pensado que su función es el 
transporte del ARNm y de algunas  proteínas desde el citoplasma hasta  el núcleo  
ayudando al control de la expresión de varios genes  y al proceso de traducción69. 
 
d. En estudios con modelos murinos se ha demostrado que la función biológica de la 
FMRP es de regulador negativo de la síntesis de proteínas estimulada por el receptor 
metabotrópico de glutamato tipo I (mGluR).69 
 
Estos estudios con  ratones fmr1-KO indican que la FMRP es esencial para la iniciación 
rápida de la sinapsis  que conduce a síntesis de proteínas. Además se demostró por 
microscopía electrónica evidencia de una baja proporción de FMRP asociada a espinas 
dendríticas en ratones KO, soportando la conclusión de que, en ausencia de FMRP  la 
traducción sinápticamente localizada de algunas proteínas es  baja.69 
 
e. La asociación de la proteína FMRP con micro RNAs, también ha sido ilustrada;  tal es 
el caso de un estudio donde se encontró que  los miRNAs (miR-125b y miR-132) que se 
asocian con la proteína afectan a la morfología de la espina dendrítica, pero los 
mecanismos moleculares implicados en tal asociación aún no han sido bien 
establecidos.70 
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Figura 4.3 Funciones de la proteína FMRP (Tomado de BAGNI CLAUDIA,  
GREENOUGH WILLIAM T). FROM mRNP TRAFFICKING TO SPINE 
DYSMORPHOGENESIS: THE ROOTS OF FRAGILE X SYNDROME may 2005  volume 
6 NATURE REVIEWS NEUROSCIENCE.66 
 4.8  Mutación completa sin metilación del gen. 
Aun cuando se acepta  que el cuadro clínico del síndrome  de X frágil es la consecuencia 
del silenciamiento del gen FMR1  causado por la expansión del trinucleótido CGG y su 
consiguiente metilación71; en los últimos años han aparecido reportes que muestran la 
insuficiencia del modelo clásico propuesto para esta  enfermedad72. 
 
Uno de esos estudios reporta que la mayoría de hombres con repeticiones cercanas a 
200 con metilación parcial del gen o mosaicismo de metilación o  sin metilación, 
muestran niveles de mRNA superiores a los normales a pesar de presentar niveles bajos 
de la proteína. Estos resultados demuestran que la transcripción puede seguir siendo 
eficiente en presencia de alelos con la mutación completa en ausencia de metilación, 
soportando la hipótesis de que el aumento transcripcional pudiera ser compensatorio de 
la disminución traduccional73,74. Igualmente se han observado niveles elevados de mRNA 
en mujeres y hombres  con la premutación o la mutación completa75.  
 
Estos reportes sugieren que los mecanismos responsables de la enfermedad no se 
relacionan con alteraciones en la transcripción del gen o que otros factores estarían 
modificando la expresión del gen. Por otra parte, los niveles elevados de mRNA 
asociados con metilación incompleta del gen (o mosaicismo de metilación) en presencia 
de la mutación completa, podrían generar la producción de proteína, explicando la 
presencia de grados leves de compromiso en pacientes con la mutación completa.75  
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Para las poblaciones celulares que muestran metilación parcial, los niveles de mRNA son 
consistentes con la expresión normal o elevada de una subpoblación de alelos no 
metilados;  entonces las expansiones CGG no metiladas de al menos 300 repeticiones 
no presentan un impedimento significativo para la transcripción.75 
 
En la mayoría de estos casos excepcionales se presenta un coeficiente intelectual 
normal, sin o con pocas características del síndrome del X frágil, y muchos de ellos 
tienen mosaicismos para expansiones en el rango de la premutación y la mutación 
completa76. 
 
En las observaciones de Smeets y colaboradores se presentan dos hombres 
mentalmente normales con mutación completa y sin metilación del gen  y con expresión 
normal de la proteína, no solo en leucocitos sino también en líneas celulares de 
linfoblastos con una única longitud de repeticiones de 400 y con sitios frágiles 
citogenéticamente visibles.  Esto  indica que la expansión de repeticiones en sí misma no 
necesariamente induce la metilación y que la metilación no es un requerimiento absoluto 
para la inducción de sitios Frágiles.77 
4.9 Diagnóstico diferencial 
Además de varios síndromes en los cuales el retardo mental se encuentra presente, 
muchos con un patrón  de herencia ligado a X, otros síndromes asociados a retardo 
mental pueden compartir ciertas características clínicas con el SXF, por lo cual debe 
hacerse el  diagnóstico diferencial.78 
 
•  Síndrome de Prader Willi: incluye obesidad, retardo mental, hipotonía, conductas 
autistas, cara redondeada, talla baja, hiperpigmentación cutánea difusa, pies y manos 
pequeñas con dedos gruesos.78 
 
• Síndrome de Sotos: Asociado a hipercrecimiento pre- y postnatal, retardo mental, 
macrocefalia y características faciales típicas como frente amplia, mentón alargado, 
etc..78 
 
• Otros tipos de retardo mental ligado a X: Existen 23 genes en el cromosoma X 
relacionados con Retardo Mental.79,80 
 
4.10  Consideraciones especiales para el test diagnóstico 
del síndrome del X frágil 
4.10.1 Indicaciones del test  
El Colegio Americano de Genética y Genómica Médica  (CAGGM) y el Congreso  
Americano de Obstetricia y Ginecología han publicado recomendaciones con relación a 
los test para afectados y portadores de SXF. La identificación de la mutación completa en 
un hombre es considerada diagnóstica más que predictiva, puesto que la penetrancia del 
SXF es del 100% en hombres y la edad de instalación no es variable.  
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4.10.2 Pruebas prenatales 
Pueden  ser empleadas  para diagnóstico en células obtenidas de amniocentesis o 
Biopsia de Vellosidades Coriónicas (BVC). Puesto que al momento de la toma de la BVC 
la metilación no está completamente establecida es aceptable omitir la prueba de 
metilación en este tejido.  Cuando el resultado en la BVC indica una premutación, el 
seguimiento por amniocentesis está indicado para descartar mosaicismo de una 
mutación completa.81 
4.10.3 Análisis por Southern Blot 
El análisis por Southern Blot se emplea para medir el número de repeticiones CGG y el 
estado de metilación del gen FMR1 mediante la doble digestión del ADN; una con 
enzimas sensibles a la metilación como BstZI, EagI, NruI, o BssHII que tienen un sitio de 
corte en las islas CpG corriente arriba del segmento de repeticiones y otra digestión con 
enzimas como EcoRI o HindIII para obtener el tamaño correspondiente del fragmento, 
posteriormente este DNA digerido hibrida con sondas de DNA que se han aislado del gen 
FMR1, tales como StB12.3,pfxa3. Los alelos metilados son cortados solo por una enzima  
para dar un fragmento de 5.2 kb, mientras que los alelos no metilados son cortados por 
ambas enzimas para producir un fragmento de 2.8kb. La visualización de bandas con 
tamaño superior a 5.2kb o 2.8kb indica la presencia de alelos premutados o con mutación 
completa comparados con el control como se observa en la figura 4-4. El análisis por 
southern blot aún es considerado el gold standard para el análisis del gen FMR110,81,82. 
 
 
Figura 4-4 Análisis de southern blot (Tomado de POTTER 2003  82. Modificado por el 
autor) 
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En la figura 4-4 se ilustra una estimación del tamaño de las bandas en el análisis de 
Southern blot para cada tipo de alelo del gen FMR1 (normal, premutado, mutación 
completa) en hombre y mujeres. 
 
4.10.4 Determinación del número de repeticiones  mediante la 
reacción en la cadena de la polimerasa  (PCR) 
 
La PCR se emplea para conocer el número de repeticiones CGG en el gen FMR1 de un 
individuo. 
 
 En este tipo de diagnóstico se emplea una serie de variantes que  pretenden optimizar la 
detección del número de repeticiones CGG en el gen FMR1, tales como long PCR, que 
emplea enzimas de alto rendimiento, para amplificar secuencias de nucleótidos exrensas. 
 
La limitación de amplificar el gen FMR1, radica en que  las unidades de repetición de 
tripletas CGG suelen ser demasiado grandes, como en el caso de mutaciones completas, 
y el proceso de amplificación es ineficiente, en la etapa de  denaturación del DNA, ya que 
se pueden generar estructuras como hairpins de alta complejidad. Este tipo de estucturas 
no pueden ser denaturadas fácilmente, dando lugar a que la polimerasa realice una 
lectura incorrecta y se salte la región que contiene la mutación. Generalmente se 
emplean, coadyuvantes en el proceso de amplificado ya que estos estabilizan la 
polimerasa, evitan la formación de estructuras y algunos estabilizan el DNA también.   
 
También, existen nuevos métodos de PCR capaces de identificar los diferentes tipos de 
alelos en el gen FMR1 como la PCR que incorpora un tercer primer que alinea en el 
tracto de repeticiones CGG. Estas técnicas utilizan un conjunto de primers que flanquean 
la región de repeticiones y otro primer adicional que se sobrepone con la región de 
repeticiones CGG y la secuencia adyacente. Esto incrementa la cantidad de productos de 
tamaño completo incluyendo los alelos más extensos de repeticiones CGG. Este método 
seguido por electroforesis capilar tiene una alta sensibilidad analítica y especificidad para 
detectar alelos expandidos81. El kit  (Amplidex FMR1 PCR Kit; Asuragen) emplea este 
tipo de metodología con la incorporación de un tercer primer,  y tiene una especificidad 
del 100 % (IC 95 % , 85,0 % y 100 %) y una sensibilidad del 97,4 % (IC 95 % , 84,9 % y 
99,9 %) en comparación con los resultados del análisis Southern según un estudio 
realizado por Seneca S et al, con muestras de ADN (n=67) tanto de hombres como de 
mujeres83,84.  
 
Figura 4.5  Electroferograma posterior a la PCR con primers dirigidos al tracto de 
repeticiones CGG . Tomado de Monaghan 2013  81 
 
32 Relación entre la expresión citogenética del sitio FRAXA (Xq 27.3), con la expresión clínica, y  el 
número de repeticiones CGG del gen FMR1  por dos técnicas moleculares,  en familias colombianas 
con miembros afectados con el Síndrome del X Frágil 
 
     
 
 
4.10.5  Nuevos métodos de PCR para el estado de metilación en 
el gen FMR1 
Estos métodos se basan en el tratamiento del ADN con ezimas sensibles a la metilación, 
la posterior amplificación por PCR del ADN tratado y finalmente el análisis de los 
amplicones por electroforesis capilar.  La presencia o ausencia del pico en el 
electroferograma indica el estado de metilación. Así en presencia de un alelo metilado la 
enzima sensible a la metilación como la HpaII no realiza el corte, por los tanto el 
fragmento amplifica en la PCR y se puede visulizar un pico en el electroferograma , al 
contrario si un alelo no está metilado la enzima efectúa el corte, no amplifica el gen y no 
es posible observar el pico en el electroferogama81  84 85.  
 
En la siguiente figura 4-6 se ilustran los puntos de corte de la enzima HpaII 
 
Figura 4.6. Análisis de metilación por PCR. Tomado de (Grasso et al.2014)85 
 
 
 
4.11 Terapéutica 
El abordaje terapéutico se sustenta en el tratamiento sintomático de las distintas 
manifestaciones clínicas, con el uso de psicofármacos junto con intervenciones 
psicológicas y pedagógicas86. 
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4.11.1 Tratamiento del trastorno por déficit de atención e 
hiperactividad  
 
Además de  la terapia conductual y las terapias individualizadas, los psicoestimulantes 
pueden mejorar algunos síntomas del trastorno por déficit de atención e hiperactividad en 
pacientes con SXF86. 
 
En niños menores de cinco años los estimulantes pueden provocar irritabilidad y otros 
problemas de comportamiento, razón por la cual en este grupo de pacientes se pueden 
utilizar medicamentos no psicoestimulantes como los agonistas de los receptores 
adrenérgicos, incluyendo la clonidina y la guanfacina. La clonidina se utiliza 
frecuentemente para tratar la hiperactividad, problemas de sueño, y problemas de 
concentración, administrándose como monoterapia en niños menores de cinco años o en 
combinación con otro medicamento en niños mayores de cinco años86. 
 
La Guanfacina puede mejorar los síntomas del trastorno por déficit de atención e 
hiperactividad, es menos sedante que la clonidina y tiene una vida media más larga, por 
lo tanto, la dosificación 2 veces al día es suficiente. Una dosis de 0,1 mg de clonidina es 
equivalente a una dosis de 1 mg de guanfacina y la suspensión  súbita se debe evitar en 
ambos fármacos86.  
 
 
4.11.2 Tratamiento de la ansiedad 
 
Los inhibidores selectivos de la recaptación de serotonina (SSRIs) pueden ser útiles para 
reducir la ansiedad y los problemas relacionados en el 50% de los pacientes con SXF. En 
un estudio la activación con SSRIs se produjo en el 20 % de los individuos con SXF que 
fueron encuestados. La activación puede manifestarse como inquietud, cambios de 
humor, y comportamientos desinhibidos, incluyendo la agresión. La fluoxetina puede 
inducir mayor activación y no es el SSRIs  de elección para los pacientes muy 
hiperactivos con SXF, pero puede ser útil para las personas con ansiedad social, autismo 
o mutismo selectivo. Los SSRIs pueden conducir al pensamiento suicida entre pacientes 
deprimidos (aunque esto nunca se ha reportado para el SXF)86. 
 
4.11.3 Tratamiento de la agresión y la inestabilidad del estado de 
ánimo 
 
Los fármacos antipsicóticos son útiles en la práctica clínica para tratar la irritabilidad, 
agresividad, inestabilidad del estado de ánimo y las conductas de perseveración en 
hombres y mujeres con SXF. En un estudio con una población grande con FXS, el 80 % 
de los individuos respondió a uno o más antipsicóticos y sin efectos adversos. La 
risperidona fue el fármaco antipsicótico más utilizado, con altas tasas de respuesta contra 
el comportamiento agresivo en hombres adultos con FXS y otros comportamientos no 
deseados en jóvenes con FXS y rasgos autistas. Estos resultados son consistentes con 
los de otro estudio que concluye que la risperidona es segura y eficaz para tratar la 
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conducta agresiva y aberrante. El rango de dosis de risperidona típica para los niños con 
SXF es de 1 a 2,5 mg / día86. 
 
4.11.4 Tratamiento del fenotipo Prader-Willi 
 
Un subgrupo de individuos de género masculino con SXF tienen hiperfagia y obesidad 
desarrollada en la infancia, con un fenotipo físico similar al del síndrome de Prader -Willi, 
pero sin anormalidades en la región cromosómica 15q11. Esto fue descrito por primera 
vez como el fenotipo de Prader -Willi ( PWP ) del SXF en 1987; desde entonces, se han 
descrito 25 casos adicionales86. 
 
Las consideraciones de tratamiento para los niños con el fenotipo Prader-Willi incluyen el 
seguimiento con una nutricionista, ejercicio físico regular y modificaciones ambientales 
También se debe realizar el diagnóstico y tratamiento de las complicaciones tales como 
hipertensión, diabetes mellitus tipo 2, dislipidemias, y la apnea obstructiva del sueño. 
Además, se deben utilizar psicofármacos y medicamentos anticonvulsivos que no  
causen aumento de peso; por ejemplo, el aripiprazol se debe utilizar en lugar de la 
risperidona86. 
4.11.5 Tratamiento de las convulsiones  
Los individuos con SXF tienen más riesgo de presentar convulsiones. El tipo de episodio 
más común son las crisis parciales complejas, aunque pueden presentarse convulsiones 
febriles parciales simples y crisis tónico-clónicas generalizadas. La mayoría de los 
individuos con SXF son controlados con carbamazepina o ácido valproico, con efectos 
adversos relativamente limitados. Recientemente, la lamotrigina, oxcarbazepina, 
zonisamida  y levetiracetam han demostrado ser eficaces anticonvulsivos para pacientes 
con convulsiones difíciles de controlar, con la ventaja de presentar efectos adversos 
cognitivos mínimos. No se recomienda fenitoína, para niños con SXF debido a los efectos 
adversos de hipertrofia de las encías y el crecimiento excesivo de tejidos, junto con los 
problemas dentales en estos niños hipersensibles. El fenobarbital y la gabapentina 
tampoco son recomendables ya que empeoran los problemas de comportamiento, como 
hiperactividad, en los individuos con SXF86.  
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5. Diseño metodológico 
5.1 Tipo de investigación 
Descriptiva, puesto que no se está modificando una variable como es el caso de la 
investigación experimental, sino que se pretende describir hechos que están presentes 
en la población. 
 
5.2 Universo de estudio 
 
Familias Colombianas con sospecha de presentar síndrome del X frágil 
5.3 Población a estudiar 
Pacientes con retardo global del desarrollo o retardo mental con sospecha clínica de 
síndrome de X frágil remitidos al Instituto de Genética de la Universidad Nacional de 
Colombia por neuropediatras o genetistas. A todos se les realizaron pruebas moleculares 
para determinar la expansión de tripletas CGG y en la mayoría de los casos pruebas 
citogenéticas para expresión de la fragilidad Xq27.3.   
5.4 Consentimiento informado:  
A cada uno de los participantes y sus  representantes legales se les entregó y explicó un 
documento de consentimiento informado, el cual debió ser diligenciado y firmado en caso 
de aceptar participar en el presente estudio. Ver ANEXO B 
5.5 Tipo de muestreo 
No probabilístico 
 
5.6 Diseño del flujograma. 
Dependiendo de los resultados en este estudio se diseñará un flujograma partiendo del 
siguiente: 
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Figura 5-7. Flujograma inicial para el diagnóstico del SXF 
eee 
EVALUACIÓN DE NIÑOS CON RETARDO GLOBAL DEL 
DESARROLLO Y RETARDO MENTAL 
 
1. ELABORACIÓN DE HC DETALLADA Y EXAMEN FÍSICO 
2. EVALUACIÓN DE OFTALMOLOGÍA Y PRUEBAS AUDITIVAS 
3. VALORACIÓN DE TSH NEONATAL Y PRUEBAS METABÓLICA 
4.  EVALUACIÓN DE IMÁGENES DE SNC 
 
ELABORACIÓN DE ÁRBOL GENEALÓGICO PARA ESTABLECER 
PRESENCIA DE RM EN HOMBRES POR LÍNEA MATERNA CON 
CUADRO CLÍNICO SUGESTIVO DE X FRÁGIL 
RETARDO MENTAL SINDRÓMICO 
SOSPECHA CLÍNICA DE XFRÁGIL 
 
SI 
TEST CITOGENÉTICO POSITIVO O 
NEGATIVO PARA FRAGILIDAD Xq27 
 
 
 
ESTABLECER NÚMERO DE 
REPETICIONES CGG Y ESTADO DE 
METILACIÓN DEL GEN 
 
 
NO 
SI NO 
 
 SI 
NO 
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5.7 Materiales y métodos 
5.7.1 Metodología clínica 
Los pacientes procedieron de 2 fuentes: 
1. Base de datos de citogenética del Instituto de Genética de la Universidad 
Nacional de pacientes con retardo global del desarrollo (RGD) o retardo mental 
(RM), remitidos por médicos pediatras,  neuropediatras o genetistas con 
sospecha clínica de síndrome de X frágil para la realización de la prueba de 
fragilidad cromosómica en Xq27.3. Fueron citados todos de los pacientes 
encontrados en los últimos 5 años independientemente del resultado de la prueba 
citogenética. 
 
2. Pacientes con  RGD o RM con sospecha de síndrome de X frágil, remitidos a la 
consulta de genética del Instituto de Genética por diversos especialistas 
pediatras, neuropediatras y genetistas, para valoración. 
Una vez que los pacientes  acudieron fueron valorados por médico genetista quien llevó 
a cabo la historia clínica (ver formato. Anexo A),  inquiriendo acerca de los datos 
personales,  antecedentes perinatales, patológicos, quirúrgicos, hospitalarios, de 
desarrollo psicomotor. Se llevó a cabo un examen físico dismorfológico.  Se revisaron 
estudios paraclínicos particularmente las valoraciones por oftalmología, audiología, 
neuropediatría,  psiquiatría y neuropsicología para determinar Coeficiente Intelectual y 
comorbilidades como autismo, síndrome convulsivo, Déficit de Atención e Hiperactividad 
(DAH), Trastorno Obsesivo Compulsivo (TOC) y otros problemas de comportamiento. Se 
elaboró árbol genealógico  de al menos 3 generaciones; cuando se estableció que 
existían otros miembros de familia afectados con RGD o RM, fueron citados para ser 
incluidos en el estudio. En todos los casos indagamos a las madres y a los familiares  
maternos (hermanos, hermanas, padre o madre) por antecedentes médicos, depresión, 
ansiedad, tremor o ataxia y edad de la menopausia. 
Quienes tenían reporte de prueba de fragilidad en Xq27.3, este resultado fue  trascrito a 
la historia y se tomó muestra de sangre para prueba molecular del gen FMR1. En los 
casos en que el paciente no tenía ninguna prueba se tomaron muestras de sangre  tanto 
para el análisis del número de repeticiones CGG en gen FMR1 como para la búsqueda 
de fragilidad en Xq27.3. 
a) Toma de muestra 
Se tomó una muestra de sangre periférica del brazo de 5ml para cada tubo, uno con 
anticoagulante heparina sódica  para aislar linfocitos y realizar  el cultivo citogenético, y 
otro tubo con  anticoagulante EDTA a cada uno de los pacientes, para la extracción de 
ADN. 
5.7.2 Expresión de la fragilidad 
El sitio frágil es posible observarlo en cultivos de linfocitos con medios de cultivo 
deficientes en ácido fólico.  El estudio del cariotipo con estos medios especiales fue el 
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método de diagnóstico del Síndrome X Frágil entre los años 80 y 90 hasta que, en el año 
1991 se descubre el gen responsable del Síndrome.   
 
 REQUISITOS EN EL CULTIVO CELULAR PARA LA OBTENCIÓN DE FRAXA 
Para la detección del sitio frágil en Xq 27.3 se requiere que antes del análisis 
cromosómico las células estén en condiciones restrictivas  de ácido fólico o condiciones 
que más específicamente interfieran con la producción de timidilato y su disponibilidad 
para la replicación del DNA. Esto se logra usando un medio de cultivo bajo o 
completamente carente de ácido fólico.8 
 
 PROCEDIMIENTO 
CULTIVO. Para el cultivo y la cosecha   se empleó el siguiente protocolo 
estandarizado por  el laboratorio de citogenética de la universidad nacional de 
Colombia.  
 
CULTIVO Y COSECHA DE CROMOSOMAS METAFÁSICOS A PARTIR DE MUESTRA 
DE SANGRE PERIFÉRICA PARA ESTUDIO DE FRAGILIDAD CROMOSÓMICA  
 
OBJETIVO 
Estimular linfocitos en medio bajo en ácido fólico para la evaluación de sitios frágiles en 
cromosomas metafísicos  
 
DESARROLLO   
 
1. Apagar La  lámpara germicida de la Cabina de Flujo Laminar, encender el flujo de la 
cabina y el mechero para comenzar la siembra.  
2. Marcar con el código de identificación asignando a la muestra dos frascos de cultivo 
desechables estériles de 50cm utilizando un esparadrapo cinta de enmascarar. En el 
frasco 1 se coloca medio bajo en folato  
3. En el frasco 1 colocar 9.5 ml de medio RPMI 1640 bajo en folato 0.3 ml de Suero Fetal 
Bovino (3%), 200 ul de solución penicilina – estreptomicina  ( si el transporte de la 
muestra ha tomado más de dos horas), 150 ul de Fito hemaglutinina M y 800 a 900 ul de 
sangre total heparinizada . El volumen de sangre a adicionar depende de la edad del 
paciente: niños menores de un mes adicionar 800ul niños hasta 15 años 850ul  adultos 
900ul. Tapar el frasco de cultivo. 
4. Retirar de la cabina de flujo laminar. Registrar el uso del equipo. Llevar los frascos 1   
a la incubadora por 72 horas a 36 grados centígrados 
5. Una vez cumplido el tiempo de incubación, aplicar el procedimiento descrito en el 
instructivo 4 de cosecha. 
 
ANALISIS DE METAFASES.  
 
Inicialmente se realizó una tinción de Giemsa uniforme donde no se observan bandas 
que dificulten el diagnóstico, y se analizaron 100 metafases en busca de fragilidad 
cromosómica, en las metafases donde se observó fragilidad en la región terminal de un 
cromosoma perteneciente al grupo C se le realizo decoloración y Bandeado G para esto 
es necesario marcar  las coordenadas de la metafase por medio de un punteado, y así 
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localizarlas en el microscopio después de realizado el bandeado G. El bandeado G se 
realiza con el fin de confirmar que la fragilidad observada previamente se encuentra en el 
cromosoma X en la región Xq 27.3. 
 
5.7.3 Pruebas moleculares  
 
Inicialmente se realizó  la extracción de DNA con el kit Ultraclean Blood DNA Isolatios Kit 
de Mo Bio a partir de una muestra de 300 μl de sangre, según las instrucciones del 
fabricante. El DNA obtenido fue cuantificado en nanodrop y almacenado a -20°C para su 
posterior análisis. 
 
Luego en este trabajo se empleó la siguiente metodología para la determinación del tipo 
de alelo y número de repeticiones CGG en el gen FMR1 en la población estudiada.  
I. El kit AmplideX™ FMR1 PCR 
Es una herramienta de diagnóstico in vitro diseñado para amplificar y detectar las 
secuencias repetidas del triplete citosina-guanina-guanina (CGG) en la región 5’ no 
traducida del gen 1 del retraso mental del X frágil (FMR1). El kit está concebido como 
ayuda para diagnosticar el síndrome del X frágil y los trastornos asociados al mismo, a 
través de la determinación del número de repeticiones CGG hasta 200 CGG y la 
detección de alelos con más de 200 CGG. La prueba consta de una reacción en cadena 
de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) de ADN genómico purificado de sangre 
completa, seguida de electroforesis capilar, y la conversión del tamaño del producto en el 
número de repeticiones CGG87,88,89. 
 
PROCEDIMIENTO DE USO  KIT AMPLIDEX™ FMR1 PCR: 
Para determinar el número de repeticiones CGG del gen FMR1 por este método se 
siguieron tres pasos de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 
a. PCR 
b. Electroforesis capilar 
c. Análisis de datos  
 
a. PROCEDIMIENTO DE PCR  (KIT AMPLIDEX) 
Para  la PCR se emplearon 3 primers diferentes: Dos cebadores específicos del 
gen FMR1 que abarcan la región de repeticiones CGG y un tercer cebador, que 
es complementario a la región de repeticiones del triplete del gen FMR1. 
El protocolo para la PCR se realizó siguiendo las especificaciones exactas del fabricante 
sin realizar ningún tipo de modificación, los pasos fueron los siguientes: 
1. Descongelar todos reactivos excepto la polimerasa por 10 minutos a temperatura 
ambiente, se agitan todos los tubos a excepción de la mezcla de polimerasa. 
2.  Añadir los componentes a un tubo de microcentrífuga de 1,5 ml en el orden exacto 
que se especifica  en la siguiente tabla. 
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Tabla 5-2. Configuración de la mezcla maestra de la PCR (Kit amplidex) 
 
Componente  Volumen por 
reacción  
Tampón de amplificación 11,45 μl 
Cebadores F,R FAM del FMR1 0,50 μl 
Cebador CGG del FMR1 0,50 μl 
Diluyente 0,50 μl 
Mezcla de polimerasa 0,05 μl 
Muestra de ADN 2,00 μl 
Volumen total por reacción 15,00 μl 
 
Se realizan los cálculos de acuerdo al número de reacciones  que se corran incluyendo 
las muestras de control positivo y negativo. En la tabla  anterior tabla se muestran los 
volúmenes para una sola reacción. 
3.  Agitar en vórtex la mezcla por completo (tres a cinco pulsos en vórtex) antes de 
distribuir la mezcla en los tubos de PCR. 
4. Dispensar 13,0 μl de mezcla maestra en cada tubo 
5. Añadir 2,0 μl de la muestra de ADN apropiada en cada pocillo. Pipetear hacia 
arriba/hacia abajo al menos dos veces para garantizar una mezcla correcta. 
6. Centrifugar los tubos para eliminar las burbujas que pudiera haber (1 minuto a 1.600 
rcf). 
7. Transferir los tubos cerrados herméticamente a un termociclador preprogramado. 
 
El termociclador que se empleó en este estudio fue “BIORAD MI CYCLER” el cual se 
programó previamente con el siguiente protocolo 
 
Tabla 5.3. Protocolo de termociclado para el análisis de PCR (KIT AMPLIDEX) 
 
Descripción  Duración 
Desnaturalización 95 °C durante 5 min 
10 ciclos 97 °C durante 35 seg 
62 °C durante 35 seg 
68 °C durante 4 min 
20 ciclos 97 °C durante 35 seg 
62 °C durante 35 seg 
68 °C durante 4 min + 20 
seg/ciclo 
Extensión 72 °C durante 10 min 
Pausa 4 °C ∞ 
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8.Transferir los productos de PCR para el análisis por EC o almacénelos a una 
temperatura comprendida entre -15 °C y -30 °C hasta que se proceda al análisis.  
b. Electroforesis Capilar 
Con el fin de determinar el tamaño del fragmento amplificado se realizó electroforesis 
capilar para cada muestra utilizando el Analizador Genético ABI 3500, el polímero Pop-7, 
y el dye set DS-32. Por cada se añadieron 11μl de Formamida Hi-Di™,  2 μl de Marcador 
ROX 1000 y 2 μl del producto PCR. La desnaturalización se realizó por durante 2 min a 
95 °C seguido de 4 °C, la inyección fue de 2,5 kV, 20 s   y  el tiempo de carrera  2.400 s. 
  
c. Análisis de datos  
Los resultados se convirtieron en longitud de repeticiones CGG. El análisis del tamaño de 
los fragmentos se realizó utilizando el Software GeneMapper4.1.  
Para determinar el número de repeticiones se deben conocer los factores de corrección 
de tamaño (CO) y movilidad (mo) que dependen del instrumento, así como del tipo de 
polímero, de la longitud del capilar y de las condiciones del ensayo utilizadas, y pueden 
variar ligeramente de un laboratorio a otro. Para determinar estos factores se utiliza el 
tamaño en pares de bases de los amplicones de alelos de un control agrupado de líneas 
celulares, que han sido verificados por secuenciación el tamaño de los alelos del control 
es de 20, 29, 31, 54 y 119 repeticiones CGG. 
 
Para convertir el  tamaño del pico en la longitud de repeticiones CGG se utiliza la 
siguiente ecuación donde Peaki  es el tamaño en pares de bases, del producto dado en la 
muestra de cada paciente. 
 
II  FastFraX™ FMR1 Identification Kit 
Con este kit se pueden distinguir alelos normales de expandidos (alelos premutados o 
con mutación completa). Dos conjuntos de cebadores se usan en este ensayo, ambos 
están diseñados para amplificar ADN genómico no modificado; un juego dirigido al 
extremo 3 'de la región de repetición ( 3'dTP - PCR) y el otro dirigido al extremo 5' de la 
región de repetición CGG del gen FMR1  ( 5 ' dTP --- PCR). Después de la amplificación, 
se realiza un análisis de la curva de  meelting (MCA). La temperatura de 
desnaturalización es proporcional al tamaño del amplicón.90 
 
a. PROCEDIMIENTO DE PCR  (FastFraX™ FMR1 Identification) 
 
Se utilizó el kit “FastFraX™ FMR1 Identification” siguiendo las instrucciones del 
fabricante. Se realizaron dos ensayos de PCR simultáneamente uno 3'dTP-PCR y otro 
5'dTP-PCR. Se utilizó un control de una mujer normal que no presentaba ninguna 
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sintomatología ni antecedentes familiares de retardo mental, y un control positivo con 
más de 200 repeticiones CGG del gen FMR1.  
 
Las cantidades de reactivos utilizadas para cada reacción fueron las siguientes: 
 
Tabla 5-4.  Componentes de 3'dTP-PCR y  5'dTP-PCR 
Reactivos Volumen por 
reacción (ul) 
 Reactivos Volumen por 
reacción (ul) 
3' Primer Mix 2.0 3' Primer Mix 2.0 
3' PCR Mix 20.0 3' PCR Mix 20.0 
Taq 0.6 Taq 0.6 
DNA  2 DNA  2 
Agua grado 
biología molecular 
0.4 Agua grado 
biología 
molecular 
0.4 
Volumen total 25.0 Volumen total 25.0 
 
Posteriormente los tubos que contenían la concentración de componentes establecida 
para cada muestra se sellaron y se transfirieron al instrumento Rotor-Gene Q (HRM) y se 
corrieron empleando el siguiente protocolo de ciclos. 
 
Tabla 5-5 protocolo de ciclos kit FastFrax 
Etapa Ajuste de temperatura Numero de ciclos 
PCR 95ºC; 15min 1 
99ºC; 2min 40 
65ºC; 2min 
72ºC; 3min 
72ºC; 10min 1 
MCA 95ºC; 1min  
 75ºC-----95ºC; 0.5ºC temp, 
incrementar 5 segundos en 
cada paso 
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Análisis de datos 
 
La interpretación de resultados se basó en los perfiles de curva de los amplicones. Se 
comparó el punto de corte de la curva del control negativo con cada muestra, si el punto 
de corte se encuentra antes del punto de corte del control negativo, el alelo de la muestra 
es considerado normal, si el punto de corte esta después del punto de corte del control 
negativo es considerado un alelo expandido. 
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6. Resultados 
6.1 Descripción demográfica de la población general 
Se examinaron un total de 40 pacientes con RM o RGD de los cuales 35 fueron de sexo 
masculino y 5 de sexo femenino, adicionalmente en cada consulta se examinaron los 
familiares asistentes (madres, hermanos y ocasionalmente otros familiares) y se tomaron 
muestras de sangre, previa firma del consentimiento informado. 
El promedio de edades de los presuntos afectados fue de 14.6 con una edad mínima de 
4 y una máxima de 37 años, La mayoría de participantes estuvieron  en el rango de edad 
de 11 a 20 años,  18 (45%).  
 
 
Tabla 6-6.  Rango de edades de la población con sospecha de síndrome de X frágil 
(Fuente: los autores) 
 
Rango de edad  
en años  
Número de 
personas 
 
0-10 
 
13 (32.5%) 
 
11-20 
 
18 (45%) 
 
21-20 
 
6   (15%) 
 
31-40 
 
3   (7.5%) 
 
Total 
 
40  (100) 
 
Los participantes provenían de diferentes municipios de de Colombia tales como 
Villavicencio (Meta), Zipaquirá (Cundinamarca), Sincelejo (Sucre), Apartadó (Antioquia), 
Sesquilé (Cundinamarca), Ventaquemada (Boyacá), Soatá (Boyacá) y Bogotá DC.  
 
La clasificación sobre el grado de RM (leve, moderado, severo o profundo) 91,92  se basó 
en 24 pacientes, en  el reporte de la prueba de coeficiente intelectual, en 12 pacientes se 
tomó del diagnóstico consignado en la remisión o en la historia clínica de neuropediatría 
y en 3 casos no había información. 
 
El grado de retardo mental leve fue el más frecuente en la población con sospecha de 
síndrome de X frágil con un 51,35%, seguido de moderado en un 40.54% y el menos 
frecuente severo con un 8.11% como se ilustra en la figura 6-8 
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Figura 6-8 Clasificación del grado de retardo mental en la población general (Fuente: los 
autores)  
 
 
leve moderado Severo 
Grado de 
retardo mental 
Número Porcentaje Número Porcentaje Número Porcentaje 
19 51,35% 15 40,54% 3 8,11% 
 
 
ANTECEDENTE FAMILIAR DE RETARDO MENTAL 
Figura 6-9. Antecedente familiar de retardo mental en individuos con sospecha de 
presentar síndrome de X frágil (Fuente: los autores) 
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En la población estudiada se encontró una mayor frecuencia de individuos que no 
presentan historia familiar de Retardo mental  27(67.5%). Pese a que un criterio inicial de 
selección fue la presencia de varios miembros afectados en la misma familia, 
posteriormente se incluyeron familias con un solo afectado o con otros afectados que no 
pudieron ser evaluados. 
6.2 Descripción clínica de la población general 
En todos los casos se obtuvo una historia clínica completa sobre antecedentes 
personales y familiares y se llevó a cabo un examen físico dismorfológico. Se revisaron 
estudios paraclínicos como valoraciones por oftalmología, audiología, neuropediatría,  
psiquiatría y neuropsicología para determinar Coeficiente Intelectual y comorbilidades 
como autismo, síndrome convulsivo, Déficit de Atención e Hiperactividad (DAH), 
Trastorno Obsesivo Compulsivo (TOC) y otros problemas de comportamiento. 
  
En cuanto a las comorbilidades neuropsiquiátricas, encontradas en el grupo de individuos 
con sospecha de presentar síndrome de X frágil (n=40), 9 pacientes tenían diagnóstico de 
síndrome convulsivo, 6 tenían diagnóstico de trastorno del espectro autista, 2 pacientes 
presentaban DAH, un paciente tenía diagnóstico de TOC, un paciente tenía diagnóstico 
de esquizofrenia y en un paciente se encontró consignado en la HC, diagnóstico de 
trastorno del comportamiento no especificado.(Ver tabla 6-7) 
 
 
Tabla  6-7  Comorbilidades neuropsiquiátricas asociadas en pacientes con  sospecha de 
síndrome del X  frágil 
 
COMORBILIDADES NEUROPSIQUIÁTRICAS ASOCIADAS 
TIPO DE TRASTORNO NÚMERO % 
SÍNDROME CONVULSIVO 9 22,5 
TRASTORNO DEL ESPECTRO AUTISTA 6 15 
DÉFICIT DE ATENCIÓN HIPERACTIVIDAD 2 5 
TRASTORNO OBSESIVO COMPULSIVO  1 2,5 
ESQUIZOFRENIA 1 2,5 
OTROS TRASTORNOS DE COMPORTAMIENTO 1 2,5 
NINGUNA ALTERACIÓN 20 50 
 
En cuanto a otras enfermedades o malformaciones encontradas en el grupo de 
individuos con sospecha de presentar síndrome de X frágil (n=40), 2 pacientes 
presentaron displasia de cadera, 2 presentaron estrabismo, 2 hipotiroidismo, un paciente 
tenía diagnóstico de transposición de grandes vasos, un paciente presentaba 
criptorquidia y un paciente presentaba hidronefrosis.(ver tabla 6-8). 
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Tabla 6-8. Otras anomalías presentes en los pacientes con sospecha de presentar 
síndrome de X frágil.   
OTRAS ANOMALÍAS ASOCIADAS 
ANOMALÍA NÚMERO % 
DISPLASIA DE CADERA 2 5 
HIPOTIROIDISMO 2 5 
ESTRABISMO 2 5 
TRASPOSICION DE GRANDES VASOS 1 2,5 
CRIPTORQUIDIA 1 2,5 
HIDRONEFROSIS 1 2,5 
NINGUNA 31 77,5 
   
 
 Cuadro clínico  
 
Con el propósito de hacer posible una comparación, se acordó determinar la severidad 
del cuadro clínico a partir de la siguiente puntuación: 
RETARDO MENTAL LEVE                                                                1 PUNTO 
RETARDO MENTAL MODERADO A SEVERO                          2 PUNTOS 
COMORBILIDAD NEUROPSIQUIÁTRICA 1 PUNTO 
OTRAS COMORBILIDADES  1 PUNTO 
OREJAS EN PANTALLA 1 PUNTO 
MACRORQUIDIA 1 PUNTO                                                                                                      
 
En cuanto a las características físicas utilizadas en esta puntuación, se escogieron las 
dos (macroorquidia, orejas en pantalla) que comparadas entre casos (con diagnóstico de SXF) 
y controles (sin diagnóstico de SXF), presentaron diferencias estadísticamente 
significativas (p ˂0.05) .(ver tabla 6-16) 
Con un puntaje máximo de 5 o 6 se consideró cuadro severo con puntaje de 3 o 4 
moderado y con puntaje de 1 o 2 leve.  
6.3 Resultados de examen citogenético y molecular 
Se analizaron un total de 50 individuos entre presuntos afectados y sus familiares, 40 con 
sospecha de Síndrome del X Frágil. Al total de individuos estudiados, se les realizó la 
prueba cualitativa   (FastFrax) y a 41 se les practicó la prueba (AMPLIDEX™ FMR1 PCR) 
que establece el tipo de alelo: normal, zona gris, premutado y de mutación completa.  
 
A 23 individuos con sospecha de síndrome de X frágil se les realizó cultivo y cosecha de 
cromosomas metafásicos a partir de muestra de sangre periférica para estudio de 
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fragilidad cromosómica. A este último grupo de pacientes se les determino el tipo de alelo 
del gen FMR1 por las dos metodologías descritas previamente. 
6.3.1 Resultados examen citogenético  
El examen citogenético se realizó en el laboratorio de citogenética del instituto de 
genética de la universidad Nacional de Colombia,  10 pacientes tenían reporte previo de 
fragilidad cromosómica elaborado antes del año 2011 y 13 pacientes no, razón por la 
cual se les realizó el cultivo celular para evaluar fragilidad cromosómica  en el año 2013,  
utilizando la misma metodología que en años previos,  y con dos observadores 
independientes.   
  
Para la evaluación de la fragilidad cromosómica se realizó un bandeo Giemsa unifome, 
en el que se analizaron 100 metafases en busca sitios frágiles, una fragilidad en la región 
terminal de un cromosoma perteneciente al grupo C era confirmada por  Bandeo G. 
 
Figura 6-10.  Metafase del paciente 20-SGF (Fuente: los autores) 
 
En la figura 6-10 se presentan una metafase del paciente 20-SGF. En la que se observa 
fragilidad en la región Xq27.3. En el panel de la izquierda se observa la metafase con 
bandeo G y en el de la derecha con bandeo Giemsa uniforme.  
 
De los 23 pacientes a quienes se les realizó cultivo para fragilidad cromosómica, solo 5 
presentaron fragilidad en Xq27.3, en un 15%, 12%, 6%, 12%, 5% respectivamente en las 
metafases analizadas. (ver tabla 6-9)  
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Tabla 6-9. Resultados del examen citogenético en la población estudiada 
 
Identificación 
del probando 
Evaluación de la fragilidad 
cromosómica 
% Metafases con 
fragilidad en Xq27.3  
1-JSR  Se observa Fragilidad en Xq 27.3 15% 
2-ADR  NO se observa Fragilidad en Xq 27.3 0% 
3-AFS  NO se observa Fragilidad en Xq 27.3 0% 
4-JFV   NO se observa Fragilidad en Xq 27.3 0% 
5-JCG   NO se observa Fragilidad en Xq 27.3 0% 
7-OOS NO se observa Fragilidad en Xq 27.3 0% 
8-EJC  NO se observa Fragilidad en Xq 27.3 0% 
9- NE   Se observa Fragilidad en Xq 27.3 12% 
10-CAP  Se observa Fragilidad en Xq 27.3 6% 
11-DMP   Se observa Fragilidad en Xq 27.3 12% 
12-DAM    NO se observa Fragilidad en Xq 27.3 0% 
13-JCR   NO se observa Fragilidad en Xq 27.3 0% 
16-JBM    NO se observa Fragilidad en Xq 27.3 0% 
17-JHM NO se observa Fragilidad en Xq 27.3 0% 
18-CAM NO se observa Fragilidad en Xq 27.3 0% 
19-FGF Se observa Fragilidad en Xq 27.3 5% 
20-SGF NO se observa Fragilidad en Xq 27.3 0% 
21-DAO NO se observa Fragilidad en Xq 27.3 0% 
31-EAS No se observa fragilidad en Xq27.3 0% 
32-JJAR NO se observa Fragilidad en Xq 27.3 0% 
37-SEF  NO se observa Fragilidad en Xq 27.3 0% 
39-JRF NO se observa Fragilidad en Xq 27.3 0% 
40-JSR NO se observa Fragilidad en Xq 27.3 0% 
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6.3.2 Resultados de las pruebas moleculares 
A. Resultados del análisis del número de repeticiones CGG empleando el  
kit amplidex™ FMR1 PCR: 
Para obtener los factores de corrección y movilidad. Primero se realizó una PCR y 
posterior electroforesis capilar de la muestra control que contiene una mezcla de 
diferentes alelos con el fin de conocer el tamaño en pares de bases de cada alelo, los 
resultados se consignaron en una base de datos de excel para realizar el cálculo de 
regresión utilizando este software. Los datos del eje X corresponden al número de 
repeticiones CGG establecido por previa secuenciación de cada uno de estos alelos, y 
los datos del eje Y corresponden al tamaño en pares de bases para cada alelo, como se 
muestra en la figura 6-11. La intersección del acoplamiento lineal corresponde al factor 
de corrección (co), y la pendiente, al factor de movilidad (mo). 
. 
Figura 6-11.  Factores de corrección de tamaño (CO) y movilidad (mo) 
 
 
Así el factor de movilidad mo de 2.9148 y el factor de corrección Co 233.9, se utilizaron en 
el análisis del número de repeticiones CGG empleando el kit amplidex, estos factores son 
específicos para los materiales y equipos utilizados en este estudio.  
 
Luego de realizar la PCR con el kit amplidex y posterior electoforesis a cada una de las 
muestras de los participantes, como se describió previamente en la metodología se 
analizaron los electroferogramas de cada uno y el tamaño en pares de bases de cada 
pico se registró para realizar la conversión del tamaño en número de repeticiones CGG 
empleando la formula descrita previamente y presentada en la parte inferior izquierda de 
la figura 6-11. 
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En la figura 6-12 se presentan los resultados de un paciente masculino identificado como 
37-SEF donde se observa un pico de 318.26 bp  que al realizar la conversión, da un 
tamaño de 29 repeticiones CGG  correspondiente a un alelo normal.  
 
 
Figura 6-12 . Electroferograma de un alelo normal en el paciente 37-SEF 
 
 
 
 
En la figura 6-13 se observa un pico de 1.153bp en el que al realizar la conversión 
correspondería a 315 repeticiones CGG, pero de acuerdo a las instrucciones del 
fabricante cuando es mayor de 200 repeticiones el pico sobrepasa la resolución del 
polímero pop-7 y el pico migra independiente del tamaño, razón por la cual el reporte en 
estos casos es  ˃200 repeticiones CGG correspondiente a un alelo con mutación 
completa.  
 
Figura 6-13. Electroferograma de un alelo con mutación completa en el paciente  
1- JSR  
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En la tabla 9 se presentan los resultados  obtenidos para  la determinación del número de 
repeticiones CGG en el gen FMR1 en todos los pacientes objeto de estudio.  En algunos 
casos los familiares también deciden participar en el estudio 
 
 
Tabla 6-10. Resultados de PCR usando el kit Amplidex en la población estudiada 
Familia Identificación  
del probando 
Parentesco Género Número de 
repeticiones CGG en 
el gen FMR1 
Tipo de alelo 
JSR 1- JSR   Masculino ˃200 Mutación completa 
ADR 2-ADR   Masculino 29 Normal 
AFS 3-AFS   Masculino 29 Normal 
BJV 8-EJC  Masculino 29 Normal 
 4-JFV    Masculino 28 Normal 
JCG 5-JCG  Masculino 28 Normal 
LAM 6-LAM  Masculino 28 Normal 
OOS 7-OOS  Masculino 30 Normal 
NES 9-NE   Masculino ˃200 Mutación completa 
  Abuela  
 
Tio 1 
Tio 2 
Tio 3 
Tio 4 
Tio 5 
Madre 
 
Hermana 
Femenino 
 
Masculino 
Masculino 
Masculino 
Masculino 
Masculino 
Femenino 
 
Femenino 
38/ 71 
 
38 
75 
81 
84 
38 
45/ 81 
 
29/ 79 
Heterocigota  
Normal / Premutación 
Normal 
Premutación 
Premutación 
Premutación 
Normal 
Heterocigota  
Zona gris / Premutación 
Heterocigota  
Normal / Premutación 
HPG 10-CAP    Masculino 72 , ˃200 Mosaico 
(premutación/mutación 
completa) 
 11-DMP   Masculino ˃200 Mutación completa 
ALD 12-DAM   Masculino 30 Normal 
 13-JCR   Masculino 30 Normal 
CBB 14-CBB   Masculino 31 Normal 
NGC 15-NGC  Masculino 29 Normal 
MUS 16-JBM   Masculino 40 Normal 
 17- JHM    Masculino No amplifico  
 18-CAM  Masculino No amplifico  
HPGF Nucleo 
1 
19-FGF   Masculino 182, ˃200 Mosaico 
(premutación/mutación 
completa) 
  20-SGF   Masculino ˃200 Mutación completa 
   Madre Femenino 29/ 78 Heterocigota  
Normal / Premutación 
 Nucleo 2 36-VAGF  Femenino 28/29 Homocigota Normal 
Nucleo 3 37-SEF   
38-SORF 
 
 
Masculino 
Femenino 
29 
29/29 
Normal 
Homocigota Normal 
 39-JRF     
Madre 
Masculino 
Femenino 
29 
29/30 
Normal 
Homocigota normal 
DAO 21-DAO   Masculino 29 Normal 
YPO 22-YPO  Femenino 29/29 Homocigota Normal  
JDA 23-JDA   Masculino 29 Normal 
CDQ 24-CDQ    Masculino 30 Normal 
EAS 31- EAS   Masculino ˃200 Mutación completa  
PJHOR 32-JJAR   Masculino 180, ˃200 Mosaico 
(premutación/mutación 
completa) 
 40- JSL   Masculino ˃200 Mutación completa 
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  B. RESULTADOS DE “FastFraX™ FMR1 Identification Kit” 
 
A continuación se presentan resultados de PCR usando el kit FastFrast en la población 
estudiada 
 
Tabla 6-11. Resultados de PCR usando el kit FastFrast en la población estudiada 
Familia  NOMBRE Parentesco Género Tipo de alelo 
JRSC 1- JSR   
Madre 
Masculino 
Femenino 
Alelo Expandido  
Alelo Expandido 
ADR 2-ADR   Masculino Alelo Expandido 
AFS 3-AFS   Masculino Normal 
BJV 8-EJC 
 
 
4-JFV   
 
Madre-EJC 
Hermana- EJC 
Masculino 
Femenino 
Femenino 
Masculino 
Normal 
Normal 
Normal 
Normal 
JCG 5-JCG  Masculino Normal 
LAM 6-LAM  Masculino Normal 
OOS 7-OOS  Masculino Normal 
NES 9-NE   Masculino Alelo Expandido 
HPG 10-CAP   
11-DMP  
                                  
 
 
Madre 
Masculino 
Masculino 
Femenino 
Alelo Expandido 
Alelo Expandido 
Alelo Expandido 
ALD 12-DAM  
13-JCR  
 
 
Madre 
Hermana 
Masculino 
Masculino 
Femenino 
Femenino 
Normal 
Normal 
Normal 
Normal 
CBB 14-CBB   
Madre 
Masculino 
Femenino 
Normal 
Normal 
NGC 15-NGC  Masculino Normal 
MUS 16-JBM  
17- JHM   
18-CAM 
 Masculino 
Masculino 
Masculino 
Normal 
Normal 
Normal 
HPGF Nucleo 1 19-FGF 
20-SGF 
 
 
Hermana  
Madre 
Masculino 
Masculino 
Femenino 
Femenino 
Alelo Expandido  
Alelo Expandido 
Alelo Expandido 
Alelo Expandido 
 Nucleo 2 36-VAGF  Femenino Normal 
 Nucleo 3 37-SEF  
38-SORF 
39-JRF 
 
 
 
Madre 
Masculino 
Femenino 
Masculino 
Femenino 
Normal 
Normal 
Alelo Expandido 
Normal 
DAO 21-DAO   Masculino Normal 
YPO 22-YPO  Femenino Normal 
JDA 23-JDA   Masculino Normal 
CDQ 24-CDQ    Masculino Normal 
JPSM 25-JPSM  Masculino Normal 
TCA 26-TCA  Masculino Normal 
SSA 27-SSA  Masculino Normal 
AFOG 28-AFOG  Masculino Normal 
EYDG 29-EYDG  Femenino Normal 
DSAN 30-DSAN  Masculino Normal 
EAS 31-EAS  Masculino Alelo Expandido 
PJHOR 32-JJAR  
40-JSL 
 Masculino 
Masculino 
Alelo Expandido 
Alelo Expandido 
DPF 33-DPF       Masculino Normal 
JHLE 34- JHLE  Masculino Normal 
CAVL 35- CAVL   Masculino Normal 
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A 50 individuos ente pacientes y familiares se les determinó el tipo de alelo por el método 
de  “FastFraX™ FMR1 Identification Kit”. En la siguiente figura en la parte izquierda se 
presentan los resultados del paciente 21-DAO en el que el punto de corte es similar al del 
control por lo que es considerado como un alelo normal, en la parte derecha se observa 
una gráfica de un alelo expandido (premutado o con mutación completa), 
correspondiente al paciente 21-SGF en el que el punto de corte esta después del punto 
de corte del control,  
 
 
Figura 6-14. Resultados de alelo normal (izquierda) y expandido (derecha) empleando el kit FastFrax. 
 
 CRITERIOS DIAGNÓSTICOS MOLECULARES 
 
En la tabla No 6-12 se describen  los criterios que fueron definidos por los investigadores  
para establecer el estatus de los pacientes con respecto al diagnóstico de SFX. Esto nos 
permitió establecer 3 poblaciones: 
 Pacientes con diagnóstico de SXF 
 Pacientes negativos para SXF 
 Pacientes sin confirmar 
 
Tabla 6-12 Criterios diagnósticos moleculares  
Determinación de Alelo 
por PCR (Amplidex) 
Determinación 
de Alelo por 
PCR (FastFrax) 
Diagnostico 
De SXF 
Numero  
de casos 
Mutación completa  Alelo expandido SI  9 
 Normal Normal NO 16 
Sin resultado Normal NO 13 
Normal Alelo expandido Dudoso  2 
Total   40 
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Se confirmó el diagnóstico de SXF en 9 pacientes quienes presentan alelos con  
mutación completa luego de ser analizados por el método de amplidex. Dos pacientes 
presentaron resultados contradictorios en las dos metodologías de PCR empleadas 
 
 
6.4 CONCORDANCIA ENTRE LAS PRUEBAS MOLECULARES. 
 
Partiendo de la siguiente tabla de 2x2 se calculó el porcentaje de concordancia entre las 
dos pruebas. 
 Positivo 
FastFrax 
Negativo  
FastFrax 
Positivo Amplidex 9 0 
Negativo Amplidex 2 18 
 
 
  
9 +18       .              =  93.1%   
9+0+2+18   * 100        
 
El porcentaje de concordancia  entre las pruebas moleculares   fue de 93.1%. La 
discordancia se explica por un resultado considerado como falso positivo en la prueba de 
biofactory y un resultado dudoso. 
 
6.5 DESCRIPCIÓN DE INDIVIDUOS CON RESULTADO MOLECULAR NEGATIVO 
PARA EL SÍNDROME DE X FRÁGIL  
 
Se describen dos ítems de los pacientes en quienes se descartó el diagnóstico de SFX,  
por los criterios explicados anteriormente. En primer lugar las genealogías para sugerir el 
tipo de herencia más probable y en segundo lugar las características clínicas que 
llevaron a los especialistas a sospechar del Síndrome de X Frágil. 
 
6.5.1 DESCRIPCION GENEALÓGICA DE FAMILIAS DE INDIVIDUOS CON 
RESULTADO MOLECULAR NEGATIVO PARA SINDROME DE X FRÁGIL  
Se estudiaron en este grupo un total de 21 familias en las que el individuo o  los 
individuos estudiados tuvieron  resultado molecular negativo para el Síndrome del X 
Frágil. De estas 21 familias 7 mostraron evidencia de herencia ligada a X y en  14 no se 
pudo establecer el tipo de herencia.  
Cuatro de las familias con genealogía sugestiva de   herencia ligada a X tuvieron 2 
miembros afectados con retardo mental mientras que tres familias tuvieron más de 2 
miembros afectados. 
En cuanto a las familias que no tenían criterios genealógicos para sugerir  herencia 
ligada a X, 12 tuvieron solo un miembro afectado con retardo mental y 2 familias más de 
un solo individuo afectado. 
A continuación se ilustran dos árboles genealógicos  de dos familias diferentes con 
resultado molecular negativo para SXF. 
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I FAMILIA ALD 
 
 
 
Figura 6-15. Familia ALD 
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Se trata de un árbol genealógico de  III  generaciones  en el que los probando son fruto 
de la primera y segunda gestación de una pareja no consanguínea y sana; 
El probando III.1 de 11 años de edad presenta retardo mental leve, mientas que su 
hermano (III.2)  de 15 años de edad tiene retardo mental moderado. Los probando 
presentan características como labios gruesos y nariz prominente que pueden hacer 
sospechar el SXF. El árbol genealógico es muy sugestivo de Herencia Ligada a X. 
 
ii. FAMILIA CSD 
 
Figura 6-16. Familia CSD 
 
 
Se trata de un árbol genealógico de  III generaciones  en el que el probando de 7 años de 
edad de género masculino es fruto de la tercera gestación de una pareja no 
consanguínea aparentemente normal; el probando presenta retardo mental moderado y 
es el único miembro afectado de su familia .Del análisis del árbol genealógico no se 
puede deducir el tipo de herencia  
 
 
 DESCRIPCION CLÍNICA DE LOS INDIVIDUOS  NO AFECTADOS CON SXF 
 
En 25 de los 39 individuos se descartó el Síndrome de X Frágil por el estudio molecular. 
Las características clínicas que posiblemente  llevaron a la sospecha del SXF se 
presentan en la  tabla 6-13 
 
 
 
 
 
 
58 Relación entre la expresión citogenética del sitio FRAXA (Xq 27.3), con la expresión clínica, y  el 
número de repeticiones CGG del gen FMR1  por dos técnicas moleculares,  en familias colombianas 
con miembros afectados con el Síndrome del X Frágil 
 
     
 
 
 
Tabla 6-13  Características de pacientes con resultado molecular negativo para Síndrome de X 
Frágil  
Característica Frecuencia 
Número Porcentaje 
 
Macrocefalia 
 
SI 
NO 
 
4 
21 
 
16% 
84% 
 
Braquicefalia 
 
SI 
NO 
4 
21 
16% 
84% 
 
Cara alargada 
 
SI 
NO 
12 
13 
48% 
52% 
Orejas en Pantalla 
 
SI 
NO 
7 
18 
28% 
72% 
Hipotelorismo 
 
SI 
NO 
3 
22 
12 % 
88% 
Labios gruesos 
 
SI 
NO 
8 
17 
32% 
68% 
Nariz Prominente 
 
SI 
NO 
7 
18 
28% 
72% 
Hipoplasia malar 
 
SI 
NO 
4 
21 
16% 
84% 
Paladar alto 
 
SI 
NO 
4 
21 
16% 
84% 
Manos y o pies Grandes  
 
SI 
NO 
4 
21 
16% 
84% 
Pie plano 
 
SI 
NO 
2 
23 
8% 
92% 
Macroorquidea SI 
NO 
6 
19 
24% 
76% 
 
En la tabla 6-13 se presentan algunas características físicas en  pacientes sin diagnóstico 
de SXF;  algunas de estas características son encontradas en los pacientes con 
Síndrome de X Frágil. Ninguna de las características se presentó en una frecuencia 
mayor al 50%.La característica más frecuentemente encontrada fue la  cara alargada en 
12 pacientes  (46%) y la menos frecuente, el pie plano presentado en dos pacientes (8%) 
 
6.6 DESCRIPCION DE INDIVIDUOS CON RESULTADO MOLECULAR POSITIVO 
PARA SÍNDROME DE X FRÁGIL  
DESCRIPCIÓN CLÍNICA 
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De los estudios moleculares llevados a cabo y con los criterios establecidos 
anteriormente, se encontraron 9 individuos afectados con SXF. Todos los afectados 
fueron de sexo masculino, 3 de ellos presentaban RM leve y 6 RM moderado. Desde el 
punto de vista de las comorbilidades neuropsiquiátricas,  se encontró síndrome 
convulsivo en 2 pacientes, autismo en un paciente y esquizofrenia en un paciente.  Con 
respecto a otras alteraciones, uno de los pacientes presentó cardiopatía congénita tipo 
Transposición de Grandes Vasos (TGV) y un paciente estrabismo que requirió corrección 
quirúrgica. En este grupo de afectados se reportaron dos pares de hermanos y un par de 
primos maternos. En los 3 casos restantes un paciente fue un caso aislado con historia 
familiar de numerosos afectados por las alteraciones descritas en los portadores como 
síndrome de tremor-ataxia (FXTAS), Falla Ovárica Prematura (FXFOP) y  depresión; un 
caso fue aislado y en un caso, la anamnesis reveló varios afectados que no pudieron 
estar disponibles para las pruebas moleculares. Desde el punto de vista de los hallazgos 
físicos y las comorbilidades, con base en  los criterios utilizados expuestos en la 
metodología, se estableció que 6 de los afectados presentaban un cuadro clínico 
moderado y 3 un cuadro clínico severo (ver tabla 6-14). 
 
Tabla 6-14. Severidad del cuadro clínico y expresión del sitio frágil  
SEVERIDAD DEL CUADRO CLÍNICO Y EXPRESIÓN DEL SITIO FRÁGIL 
PACIENTE RM RM RM COMORBILIDAD OTRAS MACRORQ 
OREJAS EN 
PANTALLA TOTAL Dx SITIO 
 
LEVE MODERADO SEVERO NEUROPSIQUIAT ANOMALÍAS 
    
FRAXA 
JHAR 
 
2 
  
1 
  
3 MODERADO NEGAT 
JSLR 
 
2 
    
1 3 MODERADO NEGAT 
EASH 1 
    
1 1 3 MODERADO NEGAT 
CAPG 
 
2 
 
1 
 
1 1 5 SEVERO POS 
DMPG 
 
2 
 
1 
 
1 1 5 SEVERO POS 
SGF 
 
2 
 
1 
 
1 1 5 SEVERO NEGAT 
FGF 1 
   
1 1 1 4 MODERADO POS 
NEL 1 
   
1 1 1 4 MODERADO POS 
JSRC 
 
2 
   
1 1 4 MODERADO POS 
 
 
 
Llama la atención que de las 6 familias de pacientes confirmados molecularmente con 
diagnóstico de X Frágil, en una existe el antecedente familiar de distrofia miotónica, en  2 
hermanos de la madre portadora. 
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Tabla 6-15. Características de pacientes con resultado molecular positivo para Síndrome 
de X frágil. 
 
Característica  Frecuencia 
 Número Porcentaje 
Macrocefalia 
 
SI 1 11.11 % 
NO 8 88.88 % 
Braquicefalia 
 
 
SI 2          22.22 % 
NO 7 77.77 % 
Cara alargada 
 
 
SI 7 77. 77 % 
NO 2 22. 22 % 
Orejas en Pantalla 
 
 
SI 6 66. 66 % 
NO 3 33. 33 % 
Hipotelorismo 
 
 
SI 2 22.22 % 
NO 7 77.77 % 
Labios gruesos 
 
 
SI 1 11.11 % 
NO 8 88.88 % 
Nariz Prominente 
 
 
SI 4 44.44 % 
NO 5 55.55 % 
Paladar alto 
 
 
SI 1 11.11 % 
NO 8 88.88 % 
Hipoplasia malar 
 
 
SI 3 33.33 % 
NO 6 66.66 % 
Pie plano 
 
 
SI 1 11.11 % 
NO 8 88.88 % 
Manos y o pies Grandes  
 
SI 3 33.33 % 
NO 6 66.66 % 
Macroorquidea SI 8 88.88 % 
NO 1 11.11 % 
 
 
La característica más frecuente en la población estudiada fue la macrorquidia en un 
88.8%,  seguida de cara alargada en un 77.7% y las menos frecuentes fueron 
macrocefalia labios gruesos paladar alto y pie plano en un 11.11%. Ninguna de las 
características se presentó en el 100% de la población. 
 Para establecer la presencia de una relación estadística con algún rasgo entre la 
población de casos (con diagnóstico de SXF) y la población de controles (Pacientes 
negativos para el diagnóstico de SXF) se llevó a cabo el test exacto de FISHER  
comparando características físicas entre casos y controles.(ver tabla 6-16) 
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Tabla 6-16. COMPARACIÓN DE CARACTERÍSTICAS FÍSICAS ENTRE CASOS CON 
SXF Y CONTROLES 
Característica Valor  p  (Test exacto de Fisher) 
Macrocefalia 0.41 
Braquicefalia 0.31 
Cara alargada 0.10 
Orejas en pantalla 0.043 
Hipotelorismo 0.29 
Labios gruesos 0.185 
Nariz prominente 0.211 
Paladar  alto 0.41 
Hipoplasia malar  0.197 
Pie Plano 0.451 
Manos y /o pies grandes  0.197 
Macroorquidia 0.0011 
 
 
En la tabla anterior se muestra que utilizando  en el test exacto de Fisher se encontró una 
correlación estadísticamente significativa entre la macroorquídia y el Síndrome de X 
Frágil diagnosticado a nivel molecular (p˂ 0.05); asimismo se encontró una correlación 
estadísticamente significativa entre la característica orejas en pantalla y el Síndrome de X 
Frágil comparado con el grupo control no diagnosticado con SXF  a nivel molecular (p˂ 
0.05) en la población estudiada. 
 
Figura 6-17. Grado de retardo mental en pacientes con síndrome de X Frágil 
 
 
 
Leve:  3 (33.33%) 
Moderado:  6 (66.66%) 
0
2
4
6
8
Leve Moderado
Grado de RM 
Grado de RM
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 DESCRIPCIÓN GENEALÓGICA 
 
I. FAMILIA JSRC 
 
Figura 6-18. Familia JSRC. 
 
Se presenta un árbol genealógico de  IV generaciones. El probando de sexo masculino 
de 13 años de edad a quien se le confirmó por estudio molecular (mutación completa, 
alelo expandido) el diagnóstico de SXF,presenta retardo mental moderado y de acuerdo 
con el score propuesto en la tabla 6-14 presenta un cuadro clínico moderado. Es fruto de 
una única gestación de la pareja. El  padre es aparentemente sano y la madre presento 
el alelo expandido por el método de fastfrax. Al examen físico, la madre de 33 años no 
presenta características físicas particulares y a la anamnesis no refirió falla ovárica 
prematura, ni problemas cognitivos, ni alteraciones del comportamiento. En una segunda 
unión la madre tiene 2 hijas las cuales han sido diagnosticadas con problemas de 
hiperactividad por neuropediatría  y en una tercera unión tiene un hijo también con 
diagnóstico de hiperactividad, que no pudieron ser valorados.  A la anamnesis se 
estableció que una prima y tres primos paternos de la madre presentan retardo mental. 
En el  análisis de este árbol genealógico es posible suponer  que la persona II-9 quien es 
el abuelo materno del probando sea portador de la premutación y la haya heredado a su 
hija también portadora y posiblemente a las otras tres hijas de las cuales no se obtuvo 
información pero que serían necesariamente portadoras. 
 
En este paciente  se encontró el sitio FRAXA en el 15% de las metafases analizadas, 
vale la pena señalar que fue el paciente en el que se encontró un mayor porcentaje de 
fragilidad en las metafases analizadas. 
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II. FAMILIA   NES   
 
Figura 6-19 Familia NES 
 
 
 
Se presenta un árbol genealógico de IV generaciones.  Al probando de 20 años de edad 
de género masculino se le confirmó el diagnóstico de X Frágil  en las pruebas realizadas 
(mutación completa, alelos expandido). Con base a los criterios señalados (tabla 6.14) se 
consideró un cuadro clínico moderado. Es fruto de una única gestación de una pareja 
cuyo padre es aparentemente sano y la  madre presenta la premutación en un alelo (81 
repeticiones) y un alelo en el límite de la zona gris (45 repeticiones) del gen FMR1  y 
presenta algunas características particulares como hipotelorismo. A la anamnesis se 
estableció falla ovárica prematura. Tres de cinco hermanos de la madre (III-5, III-6, III-7) 
son portadores de la premutación y  en una segunda unión la madre tiene un hijo normal 
y una hija con la premutación. (ver árbol genealógico) 
El número de repeticiones se indica en cada individuo participante en el estudio. Es 
interesante notar que la abuela portadora de la premutacion (38/71) transmite su alelo 
64 Relación entre la expresión citogenética del sitio FRAXA (Xq 27.3), con la expresión clínica, y  el 
número de repeticiones CGG del gen FMR1  por dos técnicas moleculares,  en familias colombianas 
con miembros afectados con el Síndrome del X Frágil 
 
     
 
 
premutado a 4 de sus hijos (III-2, III-5, III-6, III-7) con una pequeña expansión sin que se 
alcance el límite de la mutación completa.  
 
Por otra parte en esta familia hay antecedente de al menos 2 afectados con Distrofia 
Miotónica, uno de ellos también portador de la premutación en el gen FMR1. 
 
 El probando presenta la expresión del sitio FRAXA en el 12% de las metafases 
analizadas   
 
III FAMILIA HPG 
 
Figura 6- 20. Famila HPG 
 
 
Se presenta un árbol genealógico de  IV generaciones  donde los probandos, hermanos 
de 23 y 27 años de edad, género masculino, ambos con RM moderado. Son frutos de la 
segunda y cuarta gestación de padre sano y de madre quien presenta el alelo expandido 
y a quien por la anamnesis se le estableció falla ovárica prematura, igualmente se 
estableció la presencia de falla ovárica prematura en dos hermanas de la madre, una de 
estas dos mujeres presenta problemas de comportamiento y drogadicción. 
Desde el punto de vista de la severidad del cuadro clínico ambos fueron catalogados 
como severos. En ambos probandos se encontró la expresión del sitio FRAXA uno en el 
6% de las metafases analizadas y otro en el 12%  
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IV. FAMILIA HPGF 
 
Figura 6-21. HPGF 
 
 
Se presenta un árbol genealógico de  IV generaciones, en el cual se señalan los 
probandos (IV-2, IV-3) de 11 y 9 años respectivamente, el hermano mayor (IV-2) 
presenta retardo mental leve y un cuadro clínico moderado y el menor (IV-3) presenta 
retardo mental moderado y un cuadro clínico considerado como severo de acuerdo con el 
score propuesto en la tabla 6-14. La confirmación del diagnóstico se realizó tanto por el 
método de amplidex con más de 200 repeticiones como con el método de fastfrax 
presentando alelo expandido en ambos pacientes  El  padre (III-1) es sano y la 
madre(III.2) presenta alelo expandido (método fastfrax) y premutación (29/78) por el 
método de amplidex. De acuerdo a la anamnesis presentó menopausia antes de los 42 
años, sin otras anomalías al EF. 
 
Llama la atención que las tres hermanas (III-3, III-4, III-7) de la mamá también presentan  
de acuerdo con la anamnesis, falla ovárica prematura,  pero una hermana (II-4) a quien 
se le realizó el análisis del número de repeticiones presentó alelo normal (de 30/30 
repeticiones CGG). Esta señora tiene tres hijos (IV-6, IV-7, IV-8) con  afectación 
neurológica, el mayor con un trastorno obsesivo compulsivo (TOC) en tratamiento 
psiquiátrico y medicación a quien se le realizó el estudio molecular presentando alelo 
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normal. Llama la atención por cuanto el TOC  hace parte de las alteraciones 
conductuales encontradas tanto en los afectados como en los portadores de la 
premutación 62 El segundo hijo (IV-7) presenta retardo mental moderado pero severo 
problema de lenguaje, un signo también frecuentemente asociado al SXF; a este 
paciente también se le realizó el estudio molecular dando un resultado contradictorio 
entre los 2 métodos: alelo normal (29 repeticiones CGG) por el método amplidex y alelo 
expandido por el método fastfrax. La tercera hija (IV-8) presenta retardo mental de leve a 
moderado y severo retardo pondoestatural. En el estudio molecular,  por el método 
amplidex presenta 30/30 repeticiones y ausencia de alelos expandido por el método de 
fast frax.  
 
En cuanto a las características fenotípicas de los 2 pacientes confirmados con SXF en la 
familia, ambos presentan macroorquidia y  uno de ellos presenta macrocefalia y retardo 
moderado y  el hermano retardo mental leve sin macrocefalia. 
 Es de anotar también que los 2 primos  con los resultados negativos que 
mencionábamos, presentan también  macroorquidia y  cara alargada 
 
V.  FAMILIA PJHOR 
 
Figura 6-22. Familia PJHOR 
 
 
 
Se presenta un árbol genealógico de  IV generaciones  donde los probandos primos 
maternos entre ellos de 6 y 8 años de edad, género masculino, RM moderado y de 
acuerdo a los criterios establecidos en la metodología,  el cuadro clínico se consideró 
moderado en ambos. Los padres y madres de ambos niños son sanos. Ambos niños 
fueron confirmados  el primero por ambos métodos dando en el de amplidex >200 
repeticiones y en el de fastfrax alelo expandido, el segundo niño también presentó >200 
repeticiones por el método de amplidex. 
Teniendo en cuenta que la abuela materna del probando es normal y no existe historia 
familiar de retardo mental en su familia y que el abuelo del probando  tiene 3 hermanas 
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con hijos e hijas con retardo mental, es posible suponer  que el abuelo de los probandos 
sea el portador de la premutación y la haya heredado a sus dos únicas hijas mujeres 
quienes no estuvieron disponibles para la prueba molecular.  En ninguno de los pacientes 
se observó el sitio FRAXA en las metafases analizadas. 
 
 
VI. FAMILIA EAS 
 
Figura 6-23. Familia EAS 
 
 
 
 
 
Se presenta un árbol genealógico de  IV generaciones  donde el probando de 13 años de 
edad, género masculino, RM moderado y el cuadro clínico determinado con base en los 
criterios expuestos en la metodología, fue considerado como moderado. Es fruto de la 
tercera gestación, sus padres son aparentemente sanos. 
 
En el probando de esta familia no se observó el sitio FRAXA 
 
 
 
 
6.7 PATOLOGIAS ASOCIADAS EN PORTADORES DE LA PREMUTACIÓN 
En la tabla 6-17 se describen las patologías asociadas a los portadores de la mutación en 
las 6 familias analizadas. Se muestra  como en 4 de las 6 familias afectadas se 
encontraron portadores con FXFOP y FXTAS 
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Tabla 6-17. Descripción de familias con SXF y otras patologías asociadas 
Familia 
ID 
Afectados  
con RM  
PORTADORES FXFOP FXTAS 
1 6 1  Negativo Negativo 
2 1 6 (4 mujeres, 2 
hombres) 
3  Negativo 
3 2 1  3 Negativo 
4 1 Negativo Negativo Negativo 
5 6 Negativo Negativo Negativo 
7 6 5 4 1 
 
Tabla 6-18.  Severidad del cuadro clínico y expresión del sitio frágil en los casos 
con SXF. 
SEVERIDAD DEL CUADRO CLÍNICO Y EXPRESIÓN DEL SITIO FRÁGIL 
PACIENTE RM RM RM COMORBILIDAD OTRAS MACRORQ CARA TOTAL Dx SITIO 
 
LEVE MODERADO SEVERO NEUROPSIQUIAT ANOMALÍAS 
 
ALARGADA 
  
FRAXA 
JHAR 
 
2 
  
1 
  
3 MODERADO NEGAT 
JSLR 
 
2 
    
1 3 MODERADO NEGAT 
EASH 1 
    
1 1 3 MODERADO NEGAT 
CAPG 
 
2 
 
1 
 
1 1 5 SEVERO POS 
DMPG 
 
2 
 
1 
 
1 1 5 SEVERO POS 
SGF 
 
2 
 
1 
 
1 1 5 SEVERO NEGAT 
FGF 1 
   
1 1 1 4 MODERADO POS 
NEL 1 
   
1 1 1 4 MODERADO POS 
JSRC 
 
2 
   
1 1 4 MODERADO POS 
 
 
 
 
 
 
6.8 Relación entre la presencia de la fragilidad en Xq27.3 
y los grados diversos de expresión clínica 
 
Tabla 6-19. Expresión del sitio FRAXA versus cuadro clínico. 
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Luego de 
realizar un 
análisis 
usando el 
test Exacto 
de Fisher se obtuvo un valor p de 0.476 (˃0.05) indicando que no existe evidencia 
estadísticamante significativa de relación entre la severidad del cuadro clínico y la 
expresión del sitio FRAXA. 
 
6.9 Relación entre la presencia de la fragilidad en Xq27.3 y el 
número de repetición de tripletas CGG en el gen FMR1 
 
La relación entre la presencia de la fragilidad en xq27.3 y el número de repetición de 
tripletas CGG en el gen FMR1 se realizó teniendo en cuenta los resultados de la 
metodología cuantitativa (amplidex), ya que este método es capaz de hacer 
cuantificación exacta del número de repeticiones CGG en el gen FMR1.  
 
Tabla 6-20. Expresión del sitio FRAXA versus tipo de alelo 
 
 
SITIO FRAXA  
 TIPO DE ALELO + - TOTAL 
>200 5 4 9 
<200 0 14 14 
 
5 18 23 
    Teniendo en cuenta todos los casos a quienes se les realizó fragilidad, se obtuvieron los 
siguientes resultados: 
 
 Todos los cinco pacientes que expresaron el sitio FRAXA presentaron también la 
mutación completa (>200 repeticiones CGG). 
 
 Catorce de dieciocho pacientes con FRAXA negativo no tenían la mutación 
completa. 
 
 Cuatro pacientes  que tenían la mutación completa no expresaron la fragilidad. 
 Sin embargo no es posible hacer pruebas de significancia estadística dado que en una 
de las casillas de la tabla de contingencia el valor es cero. 
 
SITIO FRAXA  
 CUADRO CLÍNICO + - TOTAL 
MODERADO 3 3 6 
SEVERO 2 1 3 
 
5 4 9 
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6.10 DISEÑO DEL FLUJOGRAMA DIAGNÓSTICO PARA SINDROME DE X FRAGIL. 
 
De acuerdo con los resultados obtenidos en el estudio (características físicas más 
frecuentemente asociadas como  grado de retardo mental, y características del 
árbol genealógico)  se sugiere el siguiente flujograma  
 
 
 
 
Figura 6-24.  Flujograma propuesto en el estudio. 
EVALUACION DE PACIENTES  CON RETARDO MENTAL DE LEVE 
A MODERADO CON O SIN ANOMALIAS MORFOLÓGICAS  
ANÁLISIS DE ARBOL 
GENEALÓGICO 
 HERENCIA LIGADA A X O 
HERENCIA NO 
DETEMINADA  
AUSENCIA DE 
CARACTERISTICAS 
TIPICAS  
PRESENCIA DE SIGNOS 
COMO OREJAS EN 
PANTALLA Y 
MACOORQUIDIA 
DETERMINACION DEL NÚMERO 
DE REPETICIONES CGG   
MUTACION 
COMPLETA 
NO 
ANALISIS DE 
METILACION  
SI 
ESTUDIOS EN MADRE Y HERMANOS EN  BÚSQUEDA 
DE PORTADORES Y OTROS AFECTADOS 
OTROS 
TIPOS DE 
HERENCIA 
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Ventajas del flujograma propuesto 
 
- Delimita la población de riesgo 
- Es más costo efectivo ya que propone metodologías más eficientes y económicas  
 
 
Comparacion de materiales e insumos de las metodologías 
utilizadas. 
 
Tabla 6-21. Comparación de materiales e insumos  de las diferentes metodologías  
 
 kit “AmplideX™ FMR1 PCR” Kit “FastFraX™ FMR1 Identification “ 
Equipos   - Microcentrifuga 
- Vórtex 
- Termociclador “BIORAD MI 
CYCLER 
- Analizador Genético ABI 3500 
 - Microcentrifuga 
- Minicentrifuga 
 - Sistema de PCR en tiempo real    
 ( LightCycler® 480) 
 - Vórtex  
Materiales   - Pipetas automáticas 
- Puntas para pipetas 
automáticas 
- Tubos eppendorf para PCR 
 - Pipetas automáticas 
 - Puntas para pipetas automáticas 
- Tubos eppendorf para PCR 
Reactivos no 
suministrados 
con el kit  
- Reactivos para la extracción de 
ADN genómico  
- Polímero POP-7:  
- Formamida Hi-Di: 
 - Reactivos para la extracción de ADN 
genómico  
 - Agua grado biología molecular  
 - Controles 
Reactivos 
suministrados 
con el kit 
- Cebadores F,R FAM del FMR1 
- Cebador CGG del FMR1 
- Tampón de amplificación 
- Mezcla de polimerasa 
- Marcador ROX 1000 
- Diluyente 
- Identification 3' Primer Mix 
- Identification 5' Primer Mix 
- Identification 3' PCR Mix 
- Identification 5' PCR Mix 
- FastFraxTaq 
 
72 Relación entre la expresión citogenética del sitio FRAXA (Xq 27.3), con la expresión clínica, y  el 
número de repeticiones CGG del gen FMR1  por dos técnicas moleculares,  en familias colombianas 
con miembros afectados con el Síndrome del X Frágil 
 
     
 
 
7. Discusión  
En el presente trabajo se examinaron un total de 40 individuos con RM o RGD de los 
cuales 35 fueron de sexo masculino y 5 de sexo femenino, tal como cabe esperar para 
una condición ligada a X; sin embargo, es posible que exista un sesgo grande de 
remisión de pacientes por cuanto la mayoría de las mujeres con la mutación completa 
presentan cuadros muy leves. En este trabajo todas las mujeres remitidas fueron 
negativas para la mutación en el gen FMR1.  
 
El promedio de edades de los presuntos afectados fue de 14.6 con una edad mínima de 
4 y una máxima de 37 años, La mayoría de participantes estuvieron  en el rango de edad 
de 11 a 20 años,  18 (45%). La edad es un criterio muy importante dado que el fenotipo 
de los pacientes suele ir consolidándose cronológicamente y puede constituirse en un 
sesgo cuando se analiza el cuadro clínico solo en pacientes menores94,95. 
 
En el análisis de la población general se encontró un 8.11% de individuos con retardo 
mental severo, pero en la población con diagnóstico confirmado de síndrome de X Frágil 
ninguno presentó retardo mental severo. El grado de retardo mental es un indicador 
importante para el abordaje diagnóstico inicial, puesto que en el SXF generalmente se 
presenta en hombres con retardo mental leve o moderado y en mujeres con retardo 
mental leve10, por esta razón el flujograma que se propone en el presente trabajo parte de 
pacientes con retardo mental leve o moderado. 
 
Otro criterio importante de remisión de los pacientes es la sospecha de un patrón 
hereditario ligado a X en pacientes con retardo mental. Sin embargo, es importante tener 
en cuenta que el SFX solo representa el 33% del retardo mental ligado a X y que más de 
23 genes causantes de retardo mental se han mapeado en este cromosoma, la mayoría 
ocasionando retardo mental no sindrómico que puede confundirse con el Síndrome de X 
Frágil96. En el análisis de los árboles genealógicos de las 6 familias estudiadas en las que 
se hizo el diagnóstico molecular,  4 presentaban un patrón de herencia claramente ligada 
a X, mientras que en una familia había un solo afectado, pero con historia clara de 
portadores y otro caso era  aislado. 
 
En cuanto al cuadro clínico, se encontró que todas las características analizadas en la 
población inicial se encontraron tanto en los pacientes diagnosticados, positivos para la 
mutación FMR1 como los negativos; sin embargo, la macroorquidia y las orejas en 
pantalla resultaron asociadas de manera significativa con el SXF, es decir, que pueden 
considerarse como rasgos altamente sensibles para la sospecha inicial del síndrome, lo 
cual ha sido establecido en otros trabajos (Hagerman 1991) 5 
 
Para las característica, Macrocefalia, Braquicefalia, cara alargada, hipotelorismo labios 
gruesos, nariz prominente, paladar alto, hipoplasia malar, pie plano, y manos y/o pies 
grandes no  encontraron  diferencias estadísticamente significativas que pudieran 
vinculase  claramente con el grupo de pacientes con el síndrome de X Frágil. Esto 
posiblemente se relacione con que la mayoría de las características evaluadas son 
anomalías menores es decir que pueden estar  presentes en población normal solamente 
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el pie plano la macrocefalia y la macroorquidia pueden eventualmente ser consideradas 
anomalías moderadas o mayores97. 
 
Sin embargo, es importante enfatizar que la macrorquidia se encontró en pacientes sin el 
diagnóstico de SXF, por lo cual se realizó la búsqueda en la base de datos OMIM63, de 
los síndromes en los cuales se presenta la macrorquidia,  encontrándose 15 síndromes 
relacionados,  6 de los cuales se presentan como retardo mental ligado a X, aunque la 
mayoría tienen un cuadro clínico característico permitiendo hacer un diagnóstico 
diferencial en el examen físico79. 
 
 
Llamó particularmente la atención que en la familia HPGF la mamá y dos de sus 
hermanas tienen falla ovárica prematura pero en una de ellas a quien se le realizó el 
análisis del número de repeticiones presentó alelos normales. Adicionalmente, esta 
señora tiene tres hijos con  afectación neurológica, el mayor con un trastorno obsesivo 
compulsivo (TOC) en tratamiento psiquiátrico y medicación a quien se le realizó el 
estudio molecular presentando alelos normales; el segundo hijo presenta retardo mental 
moderado con severo problema de lenguaje y la tercera hija presenta retardo mental de 
leve a moderado y severo retardo pondoestatural.  Nos llama la atención por cuanto el 
TOC  hace parte de las alteraciones conductuales encontradas tanto en los afectados 
como en los portadores de la premutación98, por otra parte el retraso del lenguaje es un 
signo también frecuentemente asociado al SXF22; a este paciente  también se le realizó 
el estudio molecular dando resultados contradictorios entre los dos métodos utilizados.   
Por estas razones, además de que esta familia se encuentra dentro de un gran núcleo  
familiar con afectados con SXF,  consideramos importante aclarar el diagnóstico por 
medio de metilación del gen FMR1 para establecer su funcionalidad  y la de la proteína 
para establecer si las características encontradas se relacionan con el SXF o tienen 
etiología diferente, o si por el contrario los resultados contradictorios podrían relacionarse 
con fallas técnicas o metodológicas. Vale la pena mencionar que el método Amplidex  
presenta una sensibilidad del 100%, es decir,  que es capaz de identificar la totalidad de 
los afectados.83 
 
Se ha  descrito la presencia de alelo expandido sin metilación, pero no la ausencia de 
mutación completa con metilación del gen. Por otra parte, han sido publicados algunos 
reportes aislados de pacientes con el alelo en zona gris quienes presentan algunas 
características del SXF o del síndrome FXTAS o FXFOP.62,81.  
 
En cuanto al diagnóstico molecular, si bien actualmente  el análisis por Southern blot es 
considerado el "gold stándard"  para el diagnóstico de SXF,  proporcionando  una 
estimación del número de repeticiones CGG en el gen FMR1, se trata de una 
metodología compleja, por lo que  métodos de PCR con posterior análisis por 
electroforesis capilar, ganan aceptación para el  diagnóstico SXF, disminuyendo la 
necesidad de un análisis por Southern en cada  paciente.24,25,26,99 
 
La PCR por el método de Amplidex , utilizado en este trabajo,  determina el número 
exacto de repeticiones  CGG en el gen FMR1 en el alelo premutado, pero no determina 
con exactitud el número de repeticiones CGG por encima de 200;  sin embargo,  la 
presencia de una mutación completa por este método  es suficiente para establecer un 
diagnóstico de SXF y un diagnóstico de  los portadores. Esta técnica fue comparada con 
74 Relación entre la expresión citogenética del sitio FRAXA (Xq 27.3), con la expresión clínica, y  el 
número de repeticiones CGG del gen FMR1  por dos técnicas moleculares,  en familias colombianas 
con miembros afectados con el Síndrome del X Frágil 
 
     
 
 
la metodología FastFrax, la cual solo diferencia alelos normales de “alelos expandidos” 
por lo cual, en los casos sin un cuadro clínico claro, no puede diferenciarse una 
premutación de una mutación completa. En este trabajo encontramos una correlación del 
93.1% entre las 2 metodologías, por lo que sugerimos que esta metodología podría 
utilizarse en estudios poblacionales para seleccionar población de mayor riesgo que deba 
tener una prueba confirmatoria; pero no sería útil para propósito diagnóstico. 
 
Se encontró que la expresión del sitio FRAXA solo se observó en individuos con 
mutación completa por lo cual  no se pudieron realizar pruebas de significancia. Sin 
embargo, lo que llama  la atención es que haya individuos con la mutación completa que 
no expresen la fragilidad100. Se ha planteado que la relación entre la expansión completa 
de tripletas CGG y la expresión de la fragilidad cromosómica está relacionada con 
alteraciones en la replicación, que generen la inestabilidad locus específica que lleve a la 
expansión del tracto repetido por una parte  y a una alteración en la síntesis que genere 
el “gap” que determine la aparición del sitio frágil por la otra. Estos mismos autores 
encuentran gran variabilidad en la expresión del sitio frágil asociándolo con 
susceptibilidad  a la expansión en ciertas familias16      
 
Los sitios frágiles raros están  localizados  en regiones más pequeñas del genoma, que 
contienen usualmente tractos repetidos CGG/CCG  largos  que son a menudo metilados, 
pero se ha observado que  tractos más cortos en la misma localización genómica no 
expresan fragilidades lo cual ha hecho pensar que su expresión no depende 
exclusivamente del contexto cromosómico, sino más bien del tamaño de la repetición, por 
la capacidad que tienen  las secuencias más largas de formar estructuras inusuales que 
son capaces de bloquear la replicación y la fragilidad estaría condicionada por la 
probabilidad de formar estas estructuras. La metilación se produciría con el objetivo de 
estabilizar estas estructuras101.  
 
En una de las 6 familias con diagnóstico confirmado de SXF, 2 hermanos, tíos maternos 
del probando tienen diagnóstico de Distrofia Miotónica y uno de ellos es portador de la 
premutación del gen FMR1. La DM es una enfermedad genética autosómica dominante, 
relacionada también con una expansión de tripletas por lo que consideramos que la 
asociación de estas 2 patologías en una misma familia podría sugerir un mecanismo 
común que llevara a la expansión de estos tractos repetidos en regiones génicas 
diferentes102. 
 
Con el propósito de establecer categoría de severidad del cuadro clínico se propuso una 
metodología de puntuación en la cual puede determinarse cuadro clínico leve, moderado 
o severo,  la cual fue utilizada para comparar la severidad del cuadro clínico con la 
presencia del sitio FAXA. Sin embargo, no se encontró asociación significativa entre la 
severidad del cuadro clínico y la presencia del sitio FRAXA. Vale la pena afirmar que este 
resultado debe confirmarse en una población de mayor tamaño.  
 
Finalmente,  con los resultados obtenidos se propuso un flujograma con el propósito de 
mejorar el rendimiento diagnóstico del SXF 
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8. Conclusiones 
 
Este estudio permitió caracterizar fenotípicamente y genotípicamente a un grupo de 
pacientes con sospecha de SFX y sus familias. 
  
La comparación entre los grupos de casos (SFX) y controles sobre las características 
clínicas confirmó que la macroorquidia y las orejas en pantalla son los rasgos más 
sensibles en el diagnóstico clínico.  
 
El examen físico mostró una eficiencia del 22.5% para el diagnóstico de síndrome de X 
Frágil dentro de una población de individuos con retardo mental. 
 
De las 6 familias con afectados con SXF una presentó una tendencia a la no expansión 
de alelos premutados a partir de una mujer portadora de la premutación. Se sugiere 
detectar las repeticiones AGG para efectos de asesoramiento genético en las familias. 
 
En una de las 6 familias con pacientes afectados se encontró la premutación ascociada 
en un paciente con distrofia miotónica lo que sugiere un evento desencadenante común. 
 
Pese a que el método por Fastfrax es cualitativo y solo reconoce alelos normales de 
mutados, a priori se esperaría concordacia completa con la prueba de Amplidex, sin 
embargo,  la concordancia entre estas dos pruebas fue del 92% y  los dos casos en que 
hubo discordancia fueron falsos positivos del método Fastfrax.  
 
En el 44% de los pacientes con la mutación completa no se observó la fragilidad 
cromosómica. 
 
No se encontró asociación significativa entre la presencia del sitio FRAXA y la severidad 
del cuadro clínico. 
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9. PERSPECTIVAS 
Es importante ampliar la muestra poblacional y realizar estudios de metilación para poder 
llevar a cabo  resultados más confiables de asociación entre variables. 
 
Se sugiere  estudiar de nuevo las familias en las cuales se encontraron resultados 
contradictorios, llevando a cabo adicionalmente estudios de metilación. 
 
Se considera importante estudiar a los pacientes que comparten la premutación para el 
SXF y la Distrofia Miotónica desde la perspectiva de un mecanismo común como 
alteraciones en mecanismos de replicación o reparación. 
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ANEXO A 
RELACIÓN ENTRE LA EXPRESIÓN CITOGENÉTICA DEL SITIO FRAXA (Xq 27.3) CON 
LA EXPRESIÓN CLÍNICA, Y  EL NÚMERO DE REPETICIONES CGG DEL GEN FMR1  
POR DOS TÉCNICAS MOLECULARES,  EN FAMILIAS COLOMBIANAS CON 
MIEMBROS AFECTADOS CON EL SÍNDROME DEL X FRÀGIL 
 
Formato de recolección de información 
 
Fecha:            /        /                                                                                                                     Código:  __ __ 
__ ______ 
Nombre del paciente: ____________________________________________________________________ 
___          
Edad: ______________                                    Fecha de nacimiento: ___dd  /  mm/   aaaa____ 
Natural y procedente:________________________   
Identificación: _______________________________ 
Sexo:    F ___  M ___     
Dirección: _____________________________________   Teléfono: _____________ Ciudad: 
______________                                                                                                               
Madre:  ______________________________________     Edad actual: ________  Edad embarazo: 
_________                     
Padre :  _ _____________________________________    Edad actual: ________  Edad embarazo: 
_________   
Remitido por                                                                                       
___________________________________________    
         
NUI
P T.I 
R.
C 
T.I CC 
 
Antecedentes perinatales.                             
Madre G__P__C__M__E__V__A__ (Causa: ____________ )   Gestación múltiple:  Si ___ No ___    
Número de gestación___.      Planificación: Si___ No___ Método_______________ 
Control prenatal: Número___  No____  Exposición a: teratógenos__  tóxicos__ fármacos__ inmunizaciones__ Otro__ 
Cual: ________________  EG: ___ semanas.    Tiempo de exposición: __________   
Ecografías anormales:  Si____   No___  Resultado_______________________________________ 
STORCH-VIH: (+)__ (-)__ EG:  ______   Tratamiento:  Si__  No__ Enfermedades maternas:   ________________    
Recién Nacido      
EG: __ sem.  Parto: Vaginal __ Cesárea__ (Causa: __________).  Adaptación: _________ 
Peso (gr): ____ Talla (cm): ____.  Perímetro cefálico (cm): ___ 
APGAR   
  
 
5’ 10’ 15’ 
Antecedentes Personales 
Patológicos: 
_______________________________________________________________________________ 
Traumáticos: ___________________________________Quirúrgicos: 
_________________________________ 
Otros: _______________________________ 
Antecedentes Familiares:  __ver árbol genealógico adjunto 
Padres consanguíneos:   Si ___ No ___ Grado________  RM en: Hermanos_____   Madre_____  
Tios Maternos__ Otros familiares_______________ Sospechas Diagnósticas:  
________________________________________________ 
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Desarrollo psicomotor (meses)   
Motor: Sostén cefálico___  Sedestación___  Gateo___ Marcha___   Lenguaje: 
_________________________ Iniciación: _____Actual: _________  Escolaridad_________ 
Grado:________ Social: ___________________________  Otros __________________________ 
 
Examen Físico  Peso(kg): ___  Percentil:__   Talla (mts): ___ Percentil: __   Perímetro cefálico: ___ Percentil: 
___   
Fotos:                Anterior                                                    Lateral                                                     Posterior        
 
Hallazgos Fenotípicos llamativos  
Cabeza y cuello: ___________________________________________________________________________ 
Tórax: ___________________________________________________________________________________ 
Abdomen: _______________________________________________________________________________ 
Genitourinario:____________________________________________________________________________ 
Piel y anexos: _____________________________________________________________________________ 
Neurológico: _____________________________________________________________________________ 
Otros: ___________________________________________________________________________________ 
 
Valoraciones complementarias: 
ESPECIALIDAD SI NO FECHA CONCEPTO FINAL 
Genética      
Oftalmología     
Psiquiatría     
Neuropediatría     
Paraclínicos 
PRUEBA 
SI N
O 
FECHA RESULTADO 
CI     
Cariotipo convencional     
X frágil     
Tamizaje metabólico     
Neuroimágenes     
Pruebas tiroideas,  TSH 
neonatal  
  
  
Audiometría     
HGC     
Otros (EEG, FISH, 
MECP2) 
  
  
 
 
Impresiones diagnósticas:      1. RM leve___Moderado___Severo___ 
                                                    2. ______________________________________ 
                                                    3.  ______________________________________  
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ANEXO B 
HOJA DE INFORMACIÓN AL PACIENTE Y CONSENTIMIENTO INFORMADO 
NOMBRE DE LA INVESTIGACION: 
RELACIÓN ENTRE LA EXPRESIÓN CITOGENÉTICA DEL SITIO FRAXA (Xq 27.3) CON LA 
EXPRESIÓN CLÍNICA, Y  EL NÚMERO DE REPETICIONES CGG DEL GEN FMR1  POR DOS 
TÉCNICAS MOLECULARES,  EN FAMILIAS COLOMBIANAS CON MIEMBROS AFECTADOS 
CON EL SÍNDROME DEL X FRÀGIL 
 
ANTECEDENTES Y PROPÓSITO 
 
Se les ha solicitado participar en este estudio debido a que pertenecen a la población de 
personas que presentan síndrome del X frágil, la cual  genera  mayor preocupación en 
cuanto al establecimiento del diagnóstico, y por tal motivo con su participación se 
contribuye a solucionar parte de los problemas relacionados con este. 
La causa genética del  X frágil se descubrió sólo hasta  el año 1969, cuando se encontró 
que individuos que mostraban ciertas características mentales y físicas presentaban 
fragilidad en el cromosoma  X.  En 1991 se identifico el gen responsable del síndrome del 
X frágil  denominado  FMR1 ( Fragile X mental retardation 1) 
El propósito de este estudio es establecer la asociación entre los diversos grados de 
expresión clínica del síndrome del X Frágil y la expresión del sitio fraxa(xq27.3), el 
número de repeticiones y el grado de metilación de las islas CpG de la región promotora 
y de la expansión de tripletas CGG en el primer exón del gen FMR1 (FRAGILE X 
MENTAL RETARDATION 1) en familias colombianas con varios miembros afectados. 
 
PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO 
Si usted (es) decide(n) participar en este estudio es necesario determinar si  satisfacen 
los requisitos  mediante un proceso de selección. Ningún procedimiento será realizado 
antes de presentarles este consentimiento. Una vez hecha la aceptación para el estudio, 
se realizara una valoración clínica para conocer la presencia o ausencia de 
características típicas de la enfermedad,  posteriormente se procederá a tomar una 
muestra de sangre utilizada para el análisis citogenético, y molecular del gen FMR1. 
El patrocinador del estudio pagará todos los procedimientos, de modo que usted(es) no 
tendrá que pagar ningún costo. 
 
RIESGOS  
Este estudio no representará peligro para el  participante debido a que los 
procedimientos de la toma de muestras se harán con total asepsia. 
 
BENEFICIOS 
Los beneficios de la participación en este estudio, es el de recibir el resultado de un 
examen, que le será de gran ayuda para la determinación o confirmación de un 
diagnóstico realizado por el médico, además se le proporcionará información de estudios 
recientes para aumentar su conocimiento sobre el Síndrome del X Frágil.  
 
CONFIDENCIALIDAD 
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El nombre de los participantes o los datos personales NO  aparecerán en ningún reporte 
o publicación. 
 
 
PARTICIPACIÓN VOLUNTARIA  
La participación en este estudio es voluntaria. Si deciden no participar o se retiran del 
estudio en cualquier momento, no perderán los beneficios de atención de su salud a los 
cuales de otro modo tiene derecho. 
 
 
DECLARACIÓN DEL FAMILIAR O REPRESENTANTE LEGAL. 
Yo________________________________________________________________ 
acepto voluntariamente que ___________________________________________ 
Participe en este estudio. He leído y comprendido esta declaración de consentimiento 
informado, sé que puedo retinar mi consentimiento de este estudio en cualquier 
momento, sin perder ninguno de los beneficios a los cuales de otro modo tendría 
derecho. 
 
_____________________________                                _______________ 
Firma del familiar o representante legal                           Fecha día/mes/año 
_________________________________ 
Nombre del familiar o representante legal 
 
DECLARACIÓN DEL PACIENTE  
Yo________________________________________________________________ 
acepto voluntariamente participar en este estudio. He leído y comprendido esta 
declaración de consentimiento informado, sé que puedo retinar mi consentimiento de 
este estudio en cualquier momento, sin perder ninguno de los beneficios a los cuales de 
otro modo tendría derecho. 
 
 
_____________________________                                _______________ 
Firma del participante                                                         Fecha día/mes/año 
 
_________________________________ 
Nombre del participante 
 
 
 
